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Resumen y Abstract IX

Resumen

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por un virus del
género influenza tipo A, afectando diferentes especies de aves y mamiferos incluidos el
humano. En cerdos, la influenza se asociada al complejo de enfermedades respiratorias
porcinas (CERP), el cual afecta principalmente a cerdos en crecimiento y finalizacion, y

se caracteriza por producir un crecimiento lento de los animales, disminucién en la
eficiencia alimenticia letargia, anorexia, fiebre y tos. Desde el punto de vista de salud
publica, la influenza porcina plantea problemas debido a que el cerdo juega un papel

importante como mediador en la transmisién inter-especie del virus y en la generacién de
nuevos subtipos virales.

En Colombia, la infeccién por el virus de influenza en cerdos ha sido detectada desde

hace mas de cuarenta anos y recientemente se han aislado cepas de virus de influenza
del tipo H1N1, lo que plantea la necesidad de caracterizar molecularmente a los virus
circulantes en el pais para detectar mutaciones potencialmente implicadas con el
aumento de la virulencia de las cepas, posibles cambios asociados a la resistencia
antiviral y a las variaciones antigénicas que permiten la evasion del sistema inmune del

huésped. Con el fin de profundizar en estos temas, se realizé el analisis de la variabilidad
de los virus de influenza porcina aislados y reportados en Colombia provenientes de las
regiones de mayor productividad porcicola entre los afnos 2008 a 2013, determinando los

cambios en la secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de los genes HA y NA, de

importancia evolutiva para el virus, ademas del analisis filogenético del gen de la
neuraminidasa (NA) y Hemaglutinina (HA) de estos agentes, para establecer relaciones
evolutivas con virus de influenza porcina reportados a nivel mundial. La mayoria de los

cambios encontrados en las secuencias de nucledtidos para el gen HA y NA,
correspondieron a mutaciones sinénimas que no produjeron cambios en la secuencia de

la proteina, y los cambios que fueron asociados con mutaciones no sinénimas, no han
sido reportados en la literatura como causantes de cambio en la antigenicidad de las
proteinas. Con respecto a los posiciones en las secuencias de HA y NA, que representan
importancia evolutiva, estas se relacionaron principalmente con diferencias encontradas
a nivel de afinidad y avidez por la union a los receptores de acido sialico de las células

huésped para el gen HA, para el gen NA, las posiciones que determinan resistencia
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hacia antivirales no fueron identificadas para ninguno de los virus de influenza porcina
Colombianos. Ademas, los analisis filogenéticos permitieron establecer las relaciones a
nivel del gen HA y NA de los virus de influenza porcina Colombianos con respecto a
cepas reportadas mundialmente de los virus de subtipo HIN1 clasicos y pandémicos,

evidenciando relaciones cercanas con cepas Americanas y Asiaticas tanto para los virus

clasicos como para los virus pandémicos colombianos analizados.

Estos hallazgos contribuyen a nuestra comprensiéon del curso de la evolucion genética y
antigénica de los virus de Influenza porcina circulantes en las poblaciones de cerdos de

Colombia, y en consecuencia, contribuyen al estudio y seleccion de posibles métodos de
control contra este agente infeccioso.

Palabras claves: Virus de Influenza Porcina, variabilidad genética, Hemaglutinina,
Neuraminidasa, Colombia
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Abstract

Swine influenza is a respiratory disease caused by influenza virus type A, which affects
different species of birds and mammals including humans. SIV is associated to the
porcine respiratory and reproductive syndrome in pigs, a disease complex causing
stunting, a decrease in feed intake, lethargy, anorexia, fever and cough. Swine influenza
virus is a major concern from the public health point of view, due to the fact that the pig
has a major role as an intermediate host that contributes to the genesis of new viruses
with pandemic potential.

In Colombia, influenza virus infection in pigs has been present for over forty years, but
only until recently there was viral isolation of field strains. The fact that classic and
pandemic swine influenza viruses of the HLIN1 subtype were isolated from the main swine
producing regions of the country demonstrates that there is a need to know the molecular
characteristics of these viruses in order to establish if they suffered changes that could be
related to increased virulence, antiviral resistance or antigenic changes that can evade
the host immune response .

In order to achieve this goal, an analysis of the variability at the nucleotide and amino
acid level of the sequence of the hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) genes of
swine influenza viruses reported in Colombia between 2008-2013, was performed. The
study looked for changes of evolutionary significance, and phylogenetic trees were
constructed accordingly to establish evolutionary relationships with swine influenza virus
reported worldwide.

Most of the changes found at the nucleotide sequences for the HA and NA genes,
corresponded to synonymous mutations that did not result in changes at the protein level,
and the changes that were associated with non-synonymous mutations, have not yet
been reported in the literature as a cause of change in the antigenicity of these proteins.
The positions in the sequences of HA and NA with evolutionary significance were related
to differences associated with the affinity and avidity for the recognition of different
conformation of sialic acid receptors in the host cells., Changes at the positions related to
antivirals resistance were not identified in any of the Colombian swine flu viruses of this
study.

The phylogenetic analysis of the HA and NA genes of the classic and pandemic
Colombian HIN1 swine influenza viruses showed that these were closely related to
American and Asian strains.

These findings contribute to our understanding of the course of genetic and antigenic
evolution of influenza viruses circulating in pig populations of Colombia, and therefore
provide insights in the development of control strategies against this infectious agent.

Key words: Swine Influenza Virus, genetic variability, Hemagglutinin, Neuraminidase,

Colombia
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Introduccioén

La infeccién por el virus de la influenza A es una causa frecuente de enfermedades
respiratorias en todo el mundo. En los cerdos, dicha infeccion se encuentra asociada al

complejo respiratorio porcino, ocasionando sintomas como fiebre, anorexia, letargo,

estornudos, tos y disnea (Larsen, et al.,, 2001). La enfermedad se caracteriza por

presentar una alta morbilidad y mortalidad variable, la cual depende de la presencia de la
infeccién con agentes concomitantes. El principal impacto en la industria porcina se debe
a las consecuencias econdémicas ocasionadas por la infeccién reflejadas en las bajas

tasas de ganancia de peso del animal y al aumento en los tiempos de salida al mercado,
adicional a esto el virus de la influenza porcina es de gran relevancia debido a que

representa un riesgo, desde el punto de vista de la salud publica, por su potencial como

agente zoonético debido a la posibilidad de transmision interespecie en la cual el cerdo

juega un papel relevante ( Alexander y Brown, 2000; Richt, et al., 2003; Larsen, et al.,

2001; Ma, et al., 2009; Parmar, et al., 2011; Ramirez-Nieto, et al., 2012).

Tradicionalmente se ha otorgado un papel protagénico al cerdo en la aparicion de nuevos

virus de influenza A, lo anterior basado en el hecho de que las células epiteliales del

tracto respiratorio de los cerdos presentan receptores de superficie celular que son de

preferencia no solo para los virus porcinos sino también para los virus de influenza aviar
y humanos, posibilitando asi la infeccion por varios subtipos del virus en una misma

célula (Brown, 2000). Por lo anterior, se ha sugerido que los cerdos pueden actuar como
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un recipiente de mezcla para la generacion de nuevos subtipos del virus de influenza
como resultado del reordenamiento genético por el shift antigénico, el cual consiste en la
generacion de una progenie viral con segmentos genémicos de dos o0 mas virus que han

infectado a la misma célula (Scholtissek, 1990; Ma, et al., 2009).

En los ultimos afos, la aparicion de brotes de infeccién por el virus de influenza porcina

se ha venido presentando a intervalos regulares en las granjas a nivel mundial,

desafiando la capacidad protectora del sistema inmunolégico de los cerdos (Combadiére

B et al., 2010). Como resultado de esto, la vacunacion se ha vuelto una practica comun

como estrategia de control en la industria porcina de los Estados Unidos y Europa; sin

embargo, el desarrollo de vacunas eficaces que generen inmunidad cruzada contra

cepas heterdlogas se ha convertido en un gran desafio por los rapidos cambios que los
diferentes subtipos de los virus de Influenza porcina han sufrido a través del tiempo,
debido a las recombinaciones y al drift antigénico (Platt R et al., 2011). Actualmente, las
vacunas empleadas contra SIV en los Estados Unidos y en Europa son biolégicos de tipo
inactivado que estan aprobadas o autorizadas para ser aplicadas en animales mayores a

3 semanas de edad y requieren de la aplicacion de una segunda dosis (Kitikoon P et al.,

2009).

En Colombia, se reconoce la existencia y circulacién del virus de influenza en cerdos
desde hace cerca de 40 anos, basados principalmente en evidencia seroldgica,

desconociendo sin embargo, las caracteristicas biolégicas y moleculares de los agentes

virales que han estado circulando en el campo (Hanssen, et al., 1977; Moscoso y Neira,

2001; Mogollén, et al., 2003; Cucaita, 2005; Jaime et al., 2011). Sélo hasta el ano 2012

se publican los primeros resultados del aislamiento de cepas de campo de virus de
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influenza del tipo H1N1 clasico y pandémico, en cerdos provenientes de las tres areas
productivas mas representativas de Colombia (Ramirez-Nieto et al., 2012). Lo anterior
demuestra la presencia de infeccion activa con el virus de influenza en las explotaciones

comerciales de cerdos en el pais resaltando la necesidad de conocer las caracteristicas

de los virus de influenza porcina que circulan en nuestro medio y el impacto que pudo

tener en la ecologia del virus de influenza del tipo HIN1 pandémico entre las poblaciones
donde previamente circulaban virus del tipo HIN1 clasico y muy probablemente del tipo
H3N2. Lo anterior toma mas relevancia cuando analizamos la rapida apariciéon de
nuevos virus de influenza porcina posterior al virus de influenza pandémica del tipo

H1N1, de lo cual existe evidencia en Sur América, en particular en Argentina donde se
reporta el hallazgo de dos eventos independientes de reordenamiento entre el virus de

la influenza HIN1 pandémica y el virus de influenza porcina human- like, demostrando la

constante evolucion de los virus de influenza (Pereda, et al., 2011).

Lo anterior resalta el riesgo potencial, desde el punto de vista de la salud publica y de la

salud animal, que representa la circulacién del virus de influenza A en poblaciones

porcinas, por la capacidad de reordenarse y producir nuevas cepas capaces de infectar
poblaciones susceptibles y demuestra la necesidad de llevar a cabo estudios que

permitan conocer y caracterizar las cepas del virus de influenza presentes tanto en

poblaciones animales como en el humano en nuestro pais.

Es importante mencionar que en Colombia, no se vacuna contra los virus de Influenza

porcina y el riesgo de establecer un plan de vacunacion contra el virus en el pais sin

conocer realmente las caracteristicas de las cepas que estan interactuando en el medio y
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gue podrian eventualmente favorecer mutaciones de los virus como resultado de la

presion inmunoldgica (Mancipe, 2012; San Juan, et al. 2005; De Visser, et al., 2007).



1.Marco tedrico

1.1 El virus de Influenza

1.1.1 Generalidades del virus de Influenza

El género influenza incluye los virus de influenza A, B y C, los cuales pertenecen a la familia
Orthomyxoviridae y se agrupan de acuerdo con diferencias antigénicas en sus
nucleoproteinas (NP) y proteinas de matriz (M) (Widjaja, et al., 2004). Dentro de estos, los
virus de influenza A cobran mayor importancia debido el amplio rango de huéspedes
susceptibles que cubre diferentes especies de mamiferos incluyendo al humano, porcinos,
equinos y mamiferos marinos (Wu, et al., 2014), asi como a una amplia gama de aves

domésticas y silvestres (Fouchier, et al., 2003).

El genoma del virus de influenza A, es de tipo ARN en sentido negativo de cadena sencilla,

cubierto (Ma et al., 2009); dicho genoma tiene una longitud total de 13600 nucleétidos, y esta

compuesto por ocho segmentos génicos que codifican para por lo menos 12 proteinas

funcionales (Tabla 1-1) (Wise et al., 2009; Jagger et al., 2012; Wu et al., 2014). Los tres
primeros segmentos que codifican para el complejo polimerasa del virus son PB1, PA y PB2
(Steinhauer y Skehel, 2002; Cheung y Poon, 2007; Jagger et al., 2012; Zamarin, et al., 2005);

los segmentos cuatro y seis codifican para las glicoproteinas de superficie HA y NA, las
cuales constituyen los mayores antigenos virales (Shi, et al., 2014; Hensley, et al., 2011). El
segmento cinco codifica para la Nucleoproteina (NP), la cual se une al RNA viral para formar

el complejo ribonucleoproteina (Nelson y Holmes, 2007) y el segmento siete codifica para
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dos proteinas, la proteina de matriz M1 que le da estructura a la capside viral y la proteina de

matriz M2 que funciona como un canal de iones, finalmente el segmento ocho codifica para

las proteinas NS1 y NEP que manejan el transporte, transcripcion y empalme del RNA

(Steinhauer y Skehel, 2002; Bouvier y Palese, 2008). Para cada uno de los 8 segmentos, los

13 y 12 nucledtidos de los extremos 5 y 3’, respectivamente, son altamente conservados

entre todos los virus de influenza A (Lamb y Choppin, 1983, Arias et al., 2009).

Tabla 1-1: Composicién del genoma del virus de Influenza A

SEGMENTOS DE RNA DEL GENOMA DEL VIRUS DE INFLUENZA A
] ) _ | NUMERO
NUMERO TAMARO PROTEI | TAMAN DI’E
DE pEL ceN | NA QUE O PARTICUL FUNCION
SEGMENT (pb) CODIFIC | PROTEI AS POR
o) P A NA (aa)
VIRION
Trascriptasa; proteina que une
PB2 ARN con cap (Cheung y Poon,
1 2341 POLIME 759 30-60 2007). Necesaria para la
RASA transcripcion viral (Mahy, et al.,
1983)
Proteina mas conservada,
PB1 responsable de la polimerizacion,
2341 POLIME 757 30-60 iniciacion de la transcripcion y
RASA elongacion de la cadena,
altamente conservada (Kawaoka,
2 et al., 1989; Cheung y Poon, 2007)
Induce la apoptosis de células del
sistema inmune Transcriptasa.
297 PB1-F2 | 87-99 Alargamiento molecular. Actividad
de endonucleasa. (Chen, et al.,
2001; Zamarin, et al., 2005)
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Proteasa implicada en la
PA

2933 POLIME 716 30-60 replicacion del ARN viral (Perales,
RASA et al., 2000; Cheung y Poon,
2007).

Reprime la expresién génica

123-183 PA X 29 celular y modyla la 'respuesta del

huésped a la infeccion (Jagger,et
al.,2012)

Glicoproteina de superficie.
Proteina mas abundante en la

superficie del viridn, unién de la
4 1778 HA 566 500 , .
particula viral con los receptores

de acido sidlico de la célula

hospedera (Lamb y Krug, 1996;
Shi, et al., 2014).

Se asocia con segmentos de ARN para
formar ribonucleoproteinas. Transporta

el ARN viral (v-ARN) del nucleo al
citoplasma (Nelson y Holmes, 2007).

5 1565 NP 498 1000

Representa el 5% del total de proteinas

del virion. Tetramero, glicoproteina con
actividad destructora del receptor
mediante la escision del ligando alfa

6 1413 NA 454 100 entre un acido sialico terminal y un

residuo adyacente D-galactosa o D-
galactosamina . Actividad

neuraminidasa. Liberacion de viriones

maduros (Matrosovich, et al., 2004;
Hensley, et al., 2011).
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Proteina mas conservada del virus,
Proteina matriz, soporte de la capside.
La proteina M1 forma una capa para

separar la ribonucleoproteina (RNP) a
1027 M1 252 3000

partir de la membrana viral e interactia
con el ARN viral y componentes
protéicos RNP durante el montaje y en

7 el desmontaje del virus de Influenza. (
Nelson y Holmes, 2007).

Forma el canal iénico para la regulacién

del pH dentro de la particula viral,

316 M2 96 C
durante el proceso de replicacion

(Mould, et al., 2000; Schnell y Zhou,
2008).

276 ? 9 ? MRNA empalmado

Proteina no estructural. antagonista viral

890 NS1 217 del interferdn, neutraliza senales

inducidas por el ARN de doble cadena
(Dauber, et al., 2004; Yuan, et al., 2001)

Proteina no estructural. exporta la
ribonucleoproteina del nucleo al
NS2 61 ) .
citoplasma para que interactue con la

proteina M (Imai,et al., 2003)

Modificado de Lamb y Choppin (1983) y Hay (1998).

Los viriones son pleomoérficos y exhiben una variedad de formas y tamanos que van de
50 a 120 nm de diametro para las formas esféricas (Steinhauer y Skehel, 2002; Brown,
2000; Arias et al., 2009). La morfologia del virion estd modelada por la proteina de matriz
M1, y a su vez esta rodeada por lipidos que constituyen la envoltura. En la superficie

externa se ubican en relacién intercalada 4-5 estructuras triméricas de las glicoproteina
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HA vy un tetramero de la glicoproteina NA, proyectando aproximadamente 500 picos de

estas estructuras (figura 1-1) (Nelson y Holmes, 2007).

Figura 1-1 Estructura del Virus de Influenza A

Representacion esquematica de un virién de influenza A. HA: proteina hemaglutinina,
NA: proteina neuraminidasa, M1: proteina de matrix, M2: proteina transmembranal, NP:
nucleoproteina, NS: proteinas no-estructurales, PA: polimerasa acida, PB1: polimerasa

basica 1 PB2: polimerasa Basica 2. Tomado de Shiy col, 2014.

Basado en la antigenicidad de sus proteinas hemaglutinina ( HA) y neuraminidasa ( NA),
los virus de influenza A se clasifican en diferentes subtipos: 18 subtipos de HA ( H1 a
H18) y 9-11 subtipos de NA (N1 a N9-11) (Fouchier et al., 2005, Olsen, 2002; Tong et al.,

2012; Tong et al., 2013); de éstos, 16 subtipos de HA y 9 subtipos de NA del virus de la

influenza A han sido aislados de aves acuaticas y aves silvestres (Webster et al.,1992;

Fouchier et al., 2003), por lo cual las aves son consideradas el principal reservorio del
virus de la influenza A (Webby y Webster , 2001). Los subtipos H7N7 y H3N8 son
evidenciados en caballos (Webster, 1993; Wilson , 1993; Nicholson, et al., 2003) y H1,
H3, N1, N2 se han aislado consistentemente de cerdos (Nicholson, et al., 2003, Chang,

et al., 2009); los subtipos de HA, H17 y H18 han sido recientemente encontrados en

murciélagos (Tong et al., 2012, Tong et al., 2013; Wu, et al., 2014). En humanos, los
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subtipos HIN1 y H3N2, circulan actualmente, sin embargo, los subtipos H7N3 y H7N7 se
han visto asociados a cuadros de enfermedad que van de leve a grave y subtipos como
H5N1 asociado a casos mortales (WHO, 2011). Las enfermedades humanas causadas

por los virus de baja patogenicidad provenientes de aves (LPAI) han sido documentadas,

incluyendo sintomas muy leves (por ejemplo, conjuntivitis). Entre los ejemplos de virus

LPAI gue han causado infecciones en humanos se incluyen: H7N7, HON2 y H7N2.

1.1.1.1 Complejo Polimerasa

El complejo polimerasa es un heterotrimero constituido por las subunidades PB1, PB2 y

PA, correspondientes a los 3 primeros segmentos del ARN del virus. PB2, es codificada

por el segmento 1. Esta proteina migra al nucleo de la célula huésped y es necesaria
para el inicio de la transcripcion viral, debido a que reconoce y une la estructura 5° cap

del mRNA del huésped, para que sea usada como primer en la transcripcion del mMRNA

viral (Cheungy Poon, 2007; Webster, et al., 1992; Mahy, et al., 1983).

La subunidad PB1 esta codificada por el segmento 2 de ARN, constituye el nucleo del
complejo polimerasa e interactua con PB2 y PA, evolutivamente, es la mas conservada y
es responsable de la polimerizacion, iniciaciéon de la transcripcion y elongacion de la

cadena. Ademas de PB1, el segmento 2 codifica para la proteina PB1-F2, descubierta en

2001 (Chakrabarti y Pasricha, 2013) la cual se ha relacionado con un papel en la

virulencia, asociandose con la induccion de apoptosis en las células del sistema inmune

(Webster, et al., 1992; Chen, et al., 2001).

La subunidad PA, codificada por el segmento 3 del ARN, conocida como proteina acida,

posee una actividad proteasa que esta implicada en la replicacion del ARN viral (Perales,
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et al., 2000; Cheung y Poon, 2007), ademas, el segmento 3 también codifica para una
proteina conocida como PA X que reprime la expresion génica celular y modula la

respuesta del huésped a la infeccion (Jagger,et al.,2012).

1.1.1.2 Hemaglutinina

La hemaglutinina (HA) es la glicoproteina de membrana codificada por el segmento 4 del
ARN. Este segmento tiene 1765 nucleétidos de largo y un marco abierto de lectura de
1698 nucleotidos que codifican para una proteina de 566 aminoacidos que constituye el
40% de las proteinas del virus (Porter, et al., 1979; Krystal, et al., 1982). La HA es la
responsable de la unién del virus a la membrana plasmatica de la célula huésped por la
union al receptor de acido sialico y de la fusion de las membranas una vez el virus ha
penetrado a la célula (Wiley, 1987; Stevens, et al.,, 2006), ademas es uno de los
antigenos virales contra los que se dirige una parte importante de la respuesta inmune
neutralizante. El reconocimiento de las anticuerpos por la HA esta relacionado a los
cambios conformacionales de los epitopes de la proteina, que se encuentran en su
mayoria en la region HAL, responsable de la antigenicidad. Estos epitopes son 5: A, B,
C, D, y E, con 20 aminoacidos cada uno en la superficie de la proteina. Entre ellos se
localizan los aminoacidos responsables de la union a los receptores Siaa2- 3Gal y Siaa2-
6G de acido sialico de las vias respiratorias y / o el intestino del huésped que son

altamente conservados y no tienen acceso a la union con los anticuerpos (Lamb y

Choppin, 1983; Paglini, 1999; Skehel y Wiley, 2000).
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Dentro del marco abierto de lectura de la secuencia de nucledtidos del gen HA, se
encuentra la secuencia que traduce para el péptido sefial (1-51 nt) y las regiones que
traduciran para los dos polipeptidos HA1 (52-1032 nt) y HA2 (1033-1698 nt) (Suzuki y
Nei, 2002). La HA se sintetiza como un precursor de cadena unica (HAO) en el reticulo
endoplasmatico y se exporta a la superficie celular a través del aparato de Golgi. Este
precursor es clivado proteoliticamente en la region del péptido sefal en dos cadenas de
polipéptidos HA1 y HA2 (Suzuki y Nei, 2001). El mondmero de hemaglutinina tiene un
tallo constituido principalmente por el péptido HA2, el cual se encuentra formado por dos
hélices que en su parte basal situan el péptido de fusiéon hidrofébico que sirve como

punto de anclaje de la glicoproteina dentro de la bicapa de lipidos propia del viridén

(Wilson, et al., 1981). La subunidad HA1 forma una cabeza globular-membrana distal que

contiene el sitio de unién al receptor y la mayoria de las regiones antigénicas

inmunodominantes altamente variables que son reconocidas por los anticuerpos
neutralizantes (Gerhard, et al., 1981; Wiley y Skehel, 1987). Por otro lado, HA2 forma la

mayor parte de la estructura de vastago la cual es altamente conservada, contiene el

péptido de fusion viral y ancla el dominio globular a la membrana viral (Chen, et al., 1995;

Chun, et al., 2008).

Sobre la superficie de la molécula se disponen varias cadenas de carbohidratos que

participan también como antigenos funcionales, cuatro cadenas de carbohidratos

complejos en HA1 y uno en HA2 que consisten en N-acetilglucosamina, manosa, y

galactosa y dos cadenas de carbohidratos simples en HA1 que consisten en N-acetil-

glucosamina y manosa. Todas las cadenas estan vinculadas a través de enlaces N-

glicosidicos a residuos de asparagina (Wilson, et al., 1981). Hay cuatro puentes disulfuro
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en el interior de HA, uno en HA2, y uno en la union de HAl1 y HA2. Los sitios
conservados de glicosilacion son requeridos para la integridad estructural y la estabilidad
durante el proceso de biosintesis y formacién de viriones (Chen, 2011), sin embargo, los
cambios de aminoacidos en la proteina, pueden alterar el numero y las posiciones de las

glicosilaciones en la HA, posiblemente dando lugar a la deriva antigénica del virus de la

influenza (Chen, et al., 2011).

Es necesario el clivaje de HAO para activar la fusién de la envoltura viral y la membrana
del endosoma y por tanto es un determinante critico de la patogenicidad y difusion de la
infeccion (Klenk ket al., 1975; Lazarowitz, et al., 1975; Lamb, 1989). El tropismo tisular y
la capacidad para la dispersion sistémica dependen de la habilidad de la proteina HA

para unirse a los receptores de acido sialico en la célula huésped, de la distribucion de

proteasas del hospedador capaces de clivar HAO y de las propiedades de clivaje del

precursor de HAO (Steinhauer, 1999). En cuanto a la conformaciéon molecular, las

hemaglutininas relacionadas con virus de Influenza de baja patogenicidad, poseen una

unica Arginina en el sitio de clivaje, mientras que las HA de virus de Influenza de alta
patogenicidad, poseen multiples residuos basicos en el sitio de clivaje (Bosh et al., 1981).

Las proteasas que clivan HA son serin-proteasas, y se distribuyen en las células

epiteliales del tracto respiratorio o gastrointestinal para las HA de los virus de baja

patogenicidad y en las células a lo largo del cuerpo para las HA de los virus de alta

patogenicidad (Steinhauer, 1999).

La variacion antigénica de la HA es uno de los principales factores en la virulencia y

transmision del virus de Influenza (Steinhauer, 1999; Wilson, 1990; Shi, et al., 2014).
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Igualmente por ser el principal determinante antigénico, los cambios en la secuencia de
aminoacidos de HA afectan la eficacia de la vacunacion, debido a que esos cambios de
aminoacidos a veces dan como resultado alteraciones en los numeros y en las

posiciones de glicosilacion en HA, permitiendo evadir la respuesta inmune (Wei, et al.,

2010; Skehel, et al., 1984).

1.1.1.3 Nucleoproteina

La nucleoproteina codificada por el segmento 5 del ARN. Es el principal componente de la
ribonucleoproteina, es altamente conservada entre las cepas virales, y corresponde a la
segunda proteina mas abundante en el virion y es transportada al nucleo de la célula
huésped durante la replicacion viral. La union con el ARN se establece a través de residuos
situados a lo largo de toda la molécula y también establece contactos especificos con la
polimerasa PB1 y PB2. En el proceso de replicacion del virus, NP provoca el cambio de la
sintesis de ARNm por la sintesis de ARN viral y del templado ARN positivo para hacer mas

ARN viral (NP provoca el cambio de la sintesis de ARNm para la sintesis de ARNv y ARNc

(Webster, et al., 1992; Elton, et al., 1999).

1.1.1.4 Neuraminidasa

La neuraminidasa es una enzima que hidroliza el enlace glicosidico que une por el grupo
keto del acido sialico (N - acetilneuraminico ), el residuo de azucar adyacente D-lactosa o D-
galactosamina de las células del huésped (Varghese y Colman, 1991). La secuencia de
aminoacidos de NA es codifica por el sexto segmento del ARN; existen nueve subtipos de

NA para influenza A, y sélo un subtipo para los virus de influenza B y C (Colman, 1989).
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Los 470 aminoacidos que hacen parte de la proteina NA, forman los dominios citoplasmatico,
trasmembranal, la cabeza y el tallo de la proteina. Un virion posee unos 50 tetrameros de

NA, situando en la cabeza, el sitio activo de la enzima y el dominio de unién al calcio que

permite estabilizar la estructura de la enzima a pH bajo (Takahashi, et al., 2003). Los

residuos que representan la funcion catalitica de la NA (Arg118, Asp151, Argl52, Arg224,
Glu276, Arg292, Arg371 y Tyr406) ubicados en la cabeza de la proteina, son constantes
para todos los subtipos de NA del virus de influenza A. Esto funciona también para los

aminoacidos, que forman la estructura tridimensional del sitio activo: Glull9, Argl56,

Trpl78, Serl79, Aspl98, lle222, Glu227, Glu277, Asp293, y Glu425. Los residuos de

asparagina, que forman el sitio de glicosilacion, son estrictamente conservados
(especificamente, Asn146); los residuos de prolina y cisteina, que proporcionan el plegado
requerido de la cadena del polipéptido y estabilizan la estructura tridimensional de la

molécula, son también bastante conservados (Colman, 1989).

Las cadenas de carbohidratos estan unidas a los residuos de Asn ubicados en las diferentes

regiones de la cabeza de NA, en particular, unidos a asparagina 86, 234, 146 y 200. El sitio

de glicosilacion en Asnl46 es conservado para todos los subtipos de NA (Varghese y

Colman, 1991). La glicosilacion de Asnl146 parece tener una funcion reguladora, porque se

ha demostrado que la cadena de hidratos de carbono en Asnl46 afecta a la enzima NA,

provocando una disminucion de la actividad enzimatica (Li, et al., 1993).

El sitio de unién al acido N-Acetilneuraminico (Neu5Ac) se encuentra en los motivos 3 y 4 del

bucle de la superficie de NA y comprende los residuos de aminoacidos funcionales Arg118 ,
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Aspl51 , Argl52 , Arg224 , Glu276 , Arg292 , Arg371 y Tyr406, y residuos de aminoacidos

estructurales Glul19 , Arg156 , Trpl78 , Serl79 , Asp (0 Asn en N7 y N9) 198 , lle222 ,

Glu227 , Glu277 , Asp293 , y Glu425. Los aminoacidos funcionales estan en contacto directo

con el acido sialico, con exclusion de Arg224, cuya parte alifatica no polar forma un contacto

con el fragmento de glicerol del residuo Neu5Ac (Colman, et la., 1993).

La neuraminidasa es relevante en diferentes etapas de la infeccién; en primer lugar, se
considera que ayuda a que el virus se acerque a las células diana por escision del acido
sidlico de las mucinas de las vias respiratorias, lo que le permite encontrar su camino a las
células blanco epiteliales (Matrosovich M, et al., 2004). En segundo lugar, puede tomar parte
en la fusion de las membranas virales y celulares (Wagner, et al., 2000) y en tercer lugar,
facilita la gemacion de nuevos viriones (Wagner, et al.,, 2000; Shtyrya, et al., 2009). Los
anticuerpos contra NA no neutralizan la infectividad, pero restringen multiples ciclos de

replicacion (Lamb y Choppin, 1983).

1.1.1.5 Matriz

La proteina M1 es la mas conservada del virus y es codificada por el segmento 7. Posee dos
dominios, uno cargado positivamente que se une al ARN y otro hidrofébico que se une a las
membranas. Se situa principalmente en el citoplasma de la célula huésped pero también en
el nucleo; es el factor esencial en la formacién de particulas virales. La proteina de matriz
forma una concha que rodea a las nucleocapsides del viridn; desempefia un papel

importante en la iniciacién de ensamblaje de la progenie del virus (Webster, et al., 1992).
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La proteina M2 se encuentra en menor proporcion en el virién y es codificada por un ARNm
empalmado derivado del segmento 7, esta proteina se expresa de forma abundante en la
membrana plasmatica de la célula infectada y sirve como una sefial para el transporte a la
superficie celular (Lamb. et al., 1985). Forma el canal idnico para la regulacion del pH dentro

de la particula viral, necesaria para la etapa de desnudacion del virus en la célula. (Mould, et

al., 2000; Schnell y Zhou, 2008).

1.1.1.6 Proteinas no Estructurales

El segmento 8 de ARN codifica las dos proteinas no estructurales NS1 y NS2, a partir del
transcripto primario y el transcripto procesado. Estas proteinas, en particular, NS1 son

abundantes en la célula infectada (NS1 principalmente en el nucleo y luego se asocia a

polisomas, NS2 principalmente en el citoplasma), pero no se incorporan en los viriones de la
progenie. (Webster, et al., 1992).

NS1 posee dos sehales, una de transporte al nucleo y otra de exportacion del nucleo;
funciona como antagonista viral del interferon al bloquear la cascada del IFN, ademas,

neutraliza las sefales inducidas por ARN de doble cadena (Dauber, et al., 2004; Yuan, et al.,

2001).

NS2 tiene un papel principal en la exportacion de la ribonucleoproteina desde el nucleo para

gue interaccione con la proteina M; después de separarse de la ribonucleoproteina,

permanece unida con M (Imai, et al., 2003).
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1.1.2 Replicacion del virus de Influenza

La entrada del virus a las células del tracto respiratorio es mediada por la proteina de
superficie hemaglutinina que interactua con los receptores de membrana que contienen
glicanos con acido sialico terminales (ASI) (Olsen, 2002). Seguido del reconocimiento
inicial, el virién es englobado por endocitosis hasta penetrar en una vesicula endosémica
gue es acidificada hasta un pH 5, por el paso de protones a través de los canales idnicos
formados por la proteina M2, disociando asi las ribonucleoproteinas virales (RNA unido a
NP y asociado al complejo polimerasa) de las proteinas de matriz M1. Esto lleva a que se

genere un cambio conformacional en la proteina HA que conduce a la fusién de las

membranas virales y endosomales (Lamb Choppin, 1983; Das, et al., 2010).

La macromolécula HA es clivada por enzimas semejantes a la tripsina, generando una
hendidura molecular sobre la base del tallo, produciendo el péptido HA-1 con 329
aminoacidos y el péptido HA-2 que contiene 221 aa; ambos se encuentran unidos por un
puente disulfuro entre la cisteina -14 de HA-1 y la cis -137 de HA-2. Cuando HA-2 se
libera, queda expuesto el llamado «péptido de fusidn» responsable de unir la capside del

virus con la membrana de la célula huésped, aunque HA-2 sirve también como punto de

anclaje sobre la envoltura viral (Chen, et al., 1998).

Una vez fusionada la membrana viral con la membrana del endosoma, los VRNPs que se

liberan en el citoplasma, son transportados en el nucleo de la célula hospedera por el

reconocimiento de las secuencias de localizacién nuclear (SNL) (Wu y Pante, 2009). Alli,

el RNA (-) es copiado por la RNA polimerasa viral a RNAm viral adquiriendo
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terminaciones cap 5° (capsnatching) y una cola de poliadenilo (poli-A) en el extremo 3' de

los pre-RNAm del hospedero (Plotch, et al., 1981; Hagen, et al., 1994). Luego, los RNAmM

son transportados al citoplasma y traducidos en las diferentes proteinas virales tanto
estructurales como reguladoras. Los RNAmM que codifican para las proteinas de la
envoltura viral (HA, NA y M2) son traducidos por los ribosomas unidos al reticulo

endoplasmico, ingresando a la via secretora de la célula hospedera donde la HA y NA

son glicosiladas y transportadas a la membrana celular. Los RNAm restantes son

traducidos por los ribosomas en el citoplasma y las proteinas PA, PB1, PB2 son
importadas al nucleo, donde participan en la sintesis de cadenas positivas RNA (+) que
sirven de molde para las cadenas de RNA (-), algunas de las cuales ingresan a la via de
la sintesis de RNAmM, mientras que la proteina NP van a conformar las nucleocapsides
(Flint et al., 2004). Las proteinas M1 y NS1 son transportadas al nucleo y la union de la
proteina M1 a las nuevas cadenas de RNA (-) detiene la sintesis de RNAm viral y junto
con la proteina NEP induce la exportacion de la progenie de las nucleocapsides al
citoplasma. Luego, las proteinas HA, NA y M2 son transportadas a la superficie celular
donde se incorporan a la membrana plasmatica. Las nucleocapsides del virion asociadas
con las proteinas M1 y NEP son transportadas a la superficie celular y se asocian con las
proteinas HA y NA. Las proteinas HA y NA de nuevos virus contienen terminales de
acido sialico que podrian causar que los virus se agrupen y se adhieran a la superficie de
la célula. La NA de los virus recién formados escinde estos residuos de acido sialico,
liberando de este modo el virus de la célula huésped (Das, et al., 2010). Por ultimo, el

ensamble de los viriones se completa una vez ocurre la gemaciéon desde la membrana
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plasmatica de la célula infectada (Figura 1-2) (Smith y Hay, 1982; Nayak D. et al., 2009,

Flint et al., 2004).

Figura 1-2: Ciclo de replicacion del virus de Influenza A.
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La replicacion del virus de influenza dentro de la célula huésped, es determinada por la
union entre la proteina HA y el receptor de la célula, entrando por endocitosis y dirigiendo
la ribonucleoproteina al nucleo donde se lleva a cabo el proceso de replicacion y

transcripcién viral. Tomado y modificado de Das y colaboradores, 2010

1.1.3. Variaciones Antigénicas

Los virus de influenza pueden adquirir rapidamente diversidad genética debido a diversos
factores, incluyendo altas tasas de replicacion en huéspedes infectados, una ARN

polimerasa propensa a errores (que introduce mutaciones durante la replicacion del

genoma) y al reordenamiento de los segmentos. Las mutaciones que cambian los

residuos de aminoacidos aparecen mas a menudo que las mutaciones silenciosas en la

evolucién del gen de la hemaglutinina, particularmente en los epitopes de proteinas

objetivo de los anticuerpos neutralizantes (Fitch, et al., 1991; Fitch, et al., 1997; Bush, et

al., 1999; Nelson, et al., 2007, Torremorell, et al., 2012). Esta observacion indica que la
seleccién para el cambio antigénico del virus es la fuerza impulsora en la 'carrera
armamentista evolutiva’ entre el virus y la inmunidad de las poblaciones afectadas, en
otras palabras, el virus evoluciona para evadir la respuesta inmune del huésped (Grenfell,
et al., 2004). Los virus de influenza A son evolutivamente dinamicos y tienen una alta
tasa de mutacion de 0,6 x10° sustituciones por sitio por afio (Carter y Sanford, 2012),
esto debido a que el virus tiene la capacidad de experimentar cambios antigénicos, que

se producen por la deriva antigénica y el salto antigénico (Gangurde, et al., 2011).
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1.1.3.1 Deriva antigénica (Antigenic drift)

Proceso de cambio gradual y relativamente continuo en la proteina HA y la proteina NA ,
como resultado de la acumulacién de mutaciones puntuales en sus respectivos genes
durante la replicacién viral. Las mutaciones que conllevan a cambios en los aminoacidos

de las glicoproteinas de superficie HA y NA constituyentes de las porciones antigénicas

del virus, pueden producir ventajas selectivas para cepas virales por permitir evadir la

inmunidad preexistente en los huéspedes (WHO, 2011; Taubenberger y Kash, 2010;

Holmes et al., 2005).

Las variaciones menores suponen la aparicion de un virus con una HA y/o NA

suficientemente distinta a la del virus precedente. La frecuencia con que ocurren

espontaneamente estas mutaciones en la naturaleza es dificil de precisar, pero se

sugiere una alta tasa por las experiencias de laboratorio para el gen HA, seguido por NA
y en bajas tasas para los otros genes (Webster, et al., 1992) cada una de estas

mutaciones por la sustitucién de uno o varios aminoacidos en la secuencia del producto
gendémico, que supone la inclusién equivocada de aminoacidos en la secuencia de las
proteinas HA y NA, pueden resultar en la alteracién de la estructura secundaria o
terciaria de la glicoproteina alterando su forma y propiedades antigénicas, aunque

muchas pueden ser deletéreas (Okasaki et al., 1989).

1.1.3.2 Cambio o Salto antigénico (Antigenic shift)

Consiste en el rearreglo genético producto de la recombinacién entre 1 o mas cepas del
virus. Debido a que el genoma del virus de influenza A es segmentado, la coinfeccién de

una célula huésped con dos virus diferentes puede resultar en una progenie de virus que
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contiene segmentos de genes de ambos virus parentales. Cuando este proceso de

recombinacion genética implica los segmentos de genes que codifican para la HAy /o

NA se producen los cambios antigénicos, los cuales se dan con poca frecuencia, casi

siempre son impredecibles, pero tienen la capacidad de producir pandemias (WHO,
2011; Taubenberger y Kash, 2010; Holmes et al., 2005).

Estas variaciones mayores o saltos antigénicos, implican un cambio total en la formacién
antigénica del virus afectando a HA y/o NA, que se traduce en la aparicion de un subtipo
nuevo. Para la aparicion de estas variantes mayores, varios mecanismos
epidemioldgicos y biolégicos pueden ocurrir: recombinacion o reordenamiento génico de
los genes que codifican para la glicoproteinas de superficie, la transmision interespecie y

la reaparicién de un subtipo previo circulante desde un reservorio. Los 8 segmentos del

virus pueden intercambiarse aleatoriamente y por consiguiente existen 256 posibles

combinaciones que puede sufrir el virus aunque no todas son viables en la practica

(Scholtissek, 1978).

1.1.4 Evolucidén de los virus de influenza A

Los virus de Influenza A tienen una ecologia muy dinamica y compleja, que involucra

muchas especies hospederas y genes virales (Talledo y Zumaeta, 2009). Son los virus

mas estudiados debido a la importancia que tiene como patégeno humano (Nelson, et al.,
2007) y por tanto el entendimiento de la dinamica evolutiva del virus es importante para el
control y la vigilancia epidemiologica del agente. Los procesos que juegan un rol
importante en la evolucion viral de Influenza A, son la deriva genética, la co-circulacién

de cepas diferentes genéticamente y los eventos de reordenamiento periédicos (Holmes,

et al., 2005; Nelson, et al., 2006; Memoli, et al., 2009).
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Como se menciond previamente, los epitopes encontrados en HA y NA, son los residuos
gue se unen a los anticuerpos y en consecuencia tienden a evolucionar rapidamente para
evadir la respuesta inmune del huésped (Laver, et al., 1982; Blackburne, et al., 2008). Sin
embargo, las mutaciones que permiten escapar de la respuesta inmune también deben

mantener la estabilidad y funcién de las proteinas. Como consecuencia de esto, se

desarrollan una serie de mutaciones que permiten la epistasis positiva si se mantiene la
estabilidad o negativa si por el contrario baja la capacidad replicativa del virus (SanJuan,

et al. 2005; De Visser, et al., 2007), de esto depende que el surgimiento de un nuevo

subtipo o la deriva antigénica de uno circulante tengan o no éxito en la trasmisién e

infeccién, por lo que se ha observado que cepas antigénicamente similares predominan

por largos periodos de tiempo causando epidemias antes de ser sustituidas por nuevas
cepas (McHardy, et al., 2009).

El primer evento en la evolucién de los virus de influenza, ocurrié al darse la divergencia
entre los tipos A, By C, la cual data de aproximadamente hace 8000 afos (Suzuki, et al.,
2002). A su vez, la divergencia entre los virus de influenza A ocurrié hace

aproximadamente 2000 afos.

La evolucién de los virus de influenza A, es mas prominente a nivel de las glicoproteinas
donde ocurre alrededor del 50% de los cambios nucleotidicos que resultan en cambios
aminoacidicos (Air, et al., 1990) pero también ocurren en cada uno de los seis genes
internos, aunque con bajas tasas evolutivas o en proporcién de cambios no codificantes

(silenciosos) del 81-97% (Kawaoka, et al., 1989). Un ejemplo de esa evolucién de los
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virus de influenza A es la relacionada con el subtipo HIN1, que ha circulado en tres

periodos de tiempo con un gran impacto en la salud publica (Figura 1-3).

Figura 1-3. Esquema en el tiempo de las cepas de influenza A con importancia en

eventos pandémicos.
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Aparicidn de las cepas de influenza A en eventos pandémicos a lo largo del tiempo.
Tomado de Talledo y Zumaeta, 2009

El primer periodo fue entre 1918 y 1957. En 1918 se origind la primera pandemia
en humanos, durante la cual se presenté infeccion en poblaciones de cerdos,

correspondiendo al virus de influenza clasica (Taubenberger, et al., 2001); en 1947
y 1950, ocurrieron cambios en el virus que causaron fallas en el esquema vacunal y
reportaron altas mortalidades. En el periodo de 1957 a 1968 la cepa A/H1N1 Clasica

desaparecio y surgié la cepa pandémica H2N2 (Scholtissek, et al., 1978); Para 1977

H1N1 Clasica reaparece y se mantiene con manifestaciones estacionales en
humanos y cerdos hasta 2009, cuando aparece una nueva pandemia producto del
reordenamiento de tres cepas del virus Influenza A de diferentes origenes H1N1
porcino clasico, H3N2 humano estacional y virus de Influenza aviar, las cuales entre

1998 y 2000 dan origen a un virus de reordenamiento triple, el virus Influenza A
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H3N2 porcino norteamericano; este triple rearreglo H3N2 se recombina por

reordenamiento con el virus predominante hasta ese momento, H1IN1 porcino

clasico, dando origen al virus HIN2 porcino norteamericano, que finalmente, por

otro evento de reordenamiento con un virus de Influenza A porcino euroasiatico,

genera la nueva cepa de Influenza A/HIN1 2009 (Figura 1-4) (Trifonov et al. 2009a;
Trifonov et al. 2009b; Nava et al. 2009; Wang y Palese 2009; Peiris et al. 2009).

Figura 1-4. Origen del virus de influenza A/H1N1 Pandémica
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Representacion de los eventos de reordenamiento que dieron origen al virus de
influenza A/H1N1 Pandémica, producto de la recombinacién de las cepas H3N2

porcino norteamericano, H1IN2 porcino norteamericano y H1N1 porcino euroasiatico.
Tomado de Talledo y Zumaeta, 2009.
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1.2. Influenza Porcina

1.2.1 Generalidades de la Influenza Porcina

La Influenza porcina es una infeccion viral generalizada y endémica en las poblaciones de
cerdos en todo el mundo. Los subtipos mas comunes del virus y los de mayor significancia
patologica para el cerdo son H1IN1, H3N2 y HIN2 (Nicholson, et al., 2003, Chang, et al.,
2009). Estos incluyen el virus de Influenza porcina clasica HIN1, HIN1 pandémica, H3N2 y
los virus HIN2 de numerosos origenes (Belshe, 2005; Brown, 2000), asi mismo se han

reportado los subtipos H3N3 y H4NG6 aislados en cerdos en Canada y Asia (Karasin, et al.,

2000; Karasin, et al., 2004) y los subtipos H5N1 y HON2 en Asia (Takano, et al., 2009).

El virus de influenza se asocia al Complejo de Enfermedades Respiratorio Porcino (CERP),

junto a otros agentes virales como el causante del sindrome respiratorio y reproductivo

porcino (PRRS) y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) y agentes bacterianos como Mycoplasma
hyopneumoniae (Myh), Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida (Kim,

J et al., 2003), ocasionando un problema sanitario serio que afecta principalmente a cerdos

en crecimiento y finalizacién, caracterizandose por el crecimiento lento de los animales, la
disminucion en la eficiencia alimentaria, letargico, anorexia, fiebre y tos. Aunque la etiologia

de CERP involucra multiples patdégenos y varia de granja a granja, diversos estudios asocian

a la influenza porcina principalmente con M. hyopneumonie y PRRS (Dee, S., 1996; Thacker
et al, 1999; Mancipe, et al., 2012).
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La importancia del estudio y control de la influenza porcina radica principalmente en el hecho

de que el cerdo es visto como riesgo potencial de diseminacién del virus entre especies

siendo denominado como “vaso mezclador”, indicando la susceptibilidad de esta especie a

los virus de influenza aviar y humano (Naffakh N. et al., 2009; Reeth K.V. et al., 2006).

Desde el punto de vista epidemiologico la influenza porcina fue propuesta por primera vez

como una enfermedad relacionada con la influenza humana durante la pandemia de 1918,

cuando los cerdos se enfermaron al mismo tiempo que los seres humanos (CDC, 2009). La

primera identificacion de un virus de influenza como causa de enfermedad en los cerdos
ocurrio alrededor de 10 anos mas tarde, en 1930. Asi como la persistencia en los cerdos, los

descendientes del virus de 1918 también han circulado en los seres humanos a través del

siglo XX, contribuyendo a las epidemias estacionales normales de gripe (Olsen, 2002).

Aunque la transmisién directa de los cerdos a los humanos es rara, la influenza porcina ha

sido reportada en numerosas ocasiones como una zoonosis (Heinen, 2003), por lo general

con una distribucion limitada y la retencion de cepas de influenza en cerdos, después de que
éstas han desaparecido de los humanos, hace de los cerdos un reservario donde los virus

podrian persistir, para emerger y reinfectar una vez la inmunidad humana haya disminuido

(Taubenberger y Morens, 2006).

En la industria britanica de carne, se ha estimado que esta enfermedad produce pérdidas de
al alrededor de £ 65 millones al aino (Taubenberger y Morens, 2006) a su vez, Donovan
reportd para el afio 2008, que el virus de influenza porcina puede costar para la industria
americana unos USD $10.31 por cerdo, atribuidos los costos a las pérdidas en la produccion

y los gastos relacionados con servicios veterinarios, pero estos costos en el sistema varian

dependiendo de la cepa de influenza presente en la granja y de las infecciones concurrentes
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con otros agentes patégenos (Donovan, 2008). En USA, tras los brotes de influenza porcina
HIN1 pandémica en el 2009, se estima que los precios del cerdo bajaron, alcanzando un
minimo de USD $ 0.49 por libra para agosto, lo cual representaba la mitad del costo del afio
anterior por la disminucién en el consumo de la carne, estimando que los productores de
cerdo estadounidenses perdieron 13,64 délares por cabeza de cerdo del 24 de abril al 2 de
mayo del 2009 y la industria perdié cerca de USD $ 7,2 millones diarios de acuerdo con EI
National Pork Board (Khan, et al., 2013). En otros paises como Egipto, durante la pandemia
de 2009 el pais sacrifico toda su poblacién porcina debido a la preocupacién de que el virus

de la influenza pandémica en los cerdos podria suponer un impacto sobre la salud publica

(WHO, 2012).

En Colombia por su parte, el area econdémica de la Asociacion Colombiana de Porcicultores

estimo que las pérdidas del sector porcicola ocasionadas por el virus de influenza porcina

AH1N1p fueron de $22,8 mil millones de pesos, solo teniendo en cuenta el diferencial entre

el costo medio de produccién por kilo y los precios pagados al productor en los meses de
mayo, junio y julio del 2009 (Asociacién Colombiana de Porcicultores, 2009b), por otra parte,
como consecuencia de la pandemia, la Asociacion Colombiana de Porcicultores (2009a)
indicd que los porcicultores Colombianos perdieron tres mil millones de pesos por la

disminucién en la demanda de carne de cerdo, alcanzando pérdidas diarias de 580 millones

de pesos.

1.2.2 Transmision, Factores de Riesgo y Potencial Zoondtico del
Virus de Influenza Porcina

La principal via de transmision del virus de Influenza Porcina es a través del contacto directo

con secreciones provenientes de animales infectados (Shin, et al., 2006). Estos contactos
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estrechos son comunes durante el transporte de los animales y en la agricultura intensiva ya

gue los cerdos son criados en proximidad muy cercana entre si (Gilchrist, et al., 2007). La
transmisidén a través de los aerosoles producidos por los cerdos al toser o estornudar es

también un medio importante de infeccion (Shin, et al., 2006) principalmente porque las

secreciones nasales contienen grandes concentraciones del virus durante la fase aguda

febril y pueden ser eliminadas durante 6 o 7 dias aproximadamente (Van Reeth, et al., 2003).
El virus generalmente se propaga rapidamente a través de una manada, infectando a todos
los cerdos dentro de pocos dias (Gilchrist, et al.,, 2007). El curso y severidad de la
enfermedad estan asociados a la cepa viral actuante y a factores del huésped como la edad

y la competencia del sistema inmune, asi como la infeccion secundaria por bacterias u otros

virus (Nakharuthai, et al., 2008; Easterday et al., 1999). Aunque la morbilidad suele ser del

100%, la mortalidad es menor al 1% y la recuperacion de los animales se hace entre 7 a 10
dias posinfeccion; las infecciones subclinicas son comunes y la mayoria de cerdos se

pueden reinfectar con otras cepas sin mostrar signos clinicos (Reeth K. V. et al., 2006).

Los brotes dentro de las granjas porcinas se relacionan principalmente con la introduccion de

animales nuevos infectados a poblaciones vulnerables y susceptibles y pueden ser

observados durante todo el afo, alcanzando su pico maximo en los meses mas frios, aunque

se propaga lentamente y solo el 25-30% de los animales presenta signos clinicos

(Nakamura, et al., 1972; Nakharuthai, et al., 2008).

Aungue la influenza porcina persiste como una infeccién endémica, tiene un potencial

zoondético por la caracteristica de los cerdos de actuar como el recipiente potencial de mezcla

de virus de influenza, lo que le brinda la posibilidad de generar nuevos subtipos (Gangurde,
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et al., 2011). Esto se debe a que el tejido traqueal de los cerdos posee los tipos de vinculos
de asociacion de las moléculas de acido sialico ligado a galactosa a 2-6 y a 2-3 reconocidos

en la etapa inicial de la infeccidn de las células huésped por la proteina de superficie HA de

los virus de influenza; al poseer ambos receptores, los cerdos pueden ser infectados con

virus de influenza de aves, los cuales reconocen principalmente los receptores de Siaa2-

3Gal presentes en el epitelio gastrointestinal (donde el virus de la gripe se replica en

hospedadores aviares) y con virus de influenza de mamiferos, que reconocen los receptores
Siac2- 6Gal, pudiendo ocurrir un reordenamiento dentro del cerdo que concluya en la

generacion de nuevas cepas por la coinfeccion de dos subtipos dentro de una misma célula

hospedadora (Ma et al., 2009; Kawaoka, 2012; Thacker y Janke, 2008).

1.2.3 Signos Clinicos
La influenza porcina se manifiesta como una enfermedad respiratoria aguda caracterizada

por temperaturas corporales de 40,5°C, inactividad, disminucién de la ingesta de alimentos,
dificultad respiratoria, tos, estornudos, conjuntivitis y secreciébn nasal;, si no existen
complicaciones por asociacion con otros agentes infecciosos por lo general los signos

clinicos mejoran en 10 a 14 dias (Nakharuthai, et al., 2008, Parmar, et al., 2011; Alexander y

Brown, 2000; Richt, et al.,, 2003). Pero si se asocia con el complejo de enfermedad

respiratoria porcina, puede producirse una mortalidad variable producto de complicaciones

como la presentacion de neumonia (Thacker, et al., 2001; Ellis, et al., 2004; Mancipe, 2012).

En algunos casos, la infeccion puede causar el aborto (Shin, et al., 2006).
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1.2.4 Evolucion del Virus de Influenza Porcina y su relacion con
la presentacidén de pandemias

Debido a la capacidad de intercambio del material genético del virus de Influenza se han

presentado a lo largo de la historia, varios eventos de reordenamiento, causantes de

sintomatologia clinica en humanos y cerdos, (Figura 1-5) (Morens, et al. 2009).

Las pandemias reportadas como consecuencia de los cambios genéticos del virus de
Influenza ocurridas durante el siglo XX incluyen la “gripa espanola” que se presentd en el afio
1918-1919, fué originada por el virus de influenza A del subtipo HIN1 (Reid, et al., 2001), “la
gripa asiatica”’en 1957-1958 originada por el virus de influenza A del subtipo H2N2 (Lipatov,
et al., 2004), “la gripa de Hong Kong” en 1968-1969 causada por el virus de influenza A del

subtipo H3N2 (Lipatov, et al., 2004) y en el siglo XXI la mas reciente pandemia ocasionada
por un virus de influenza A del subtipo HIN1 proveniente de porcino en el 2009 (Girard, et
al., 2010). Estas pandemias fueron causadas por virus de influenza A que habian sufrido

grandes cambios genéticos y para la cual la poblacion no poseia inmunidad significativa

(Kay, et al., 2003; Kilbourne, 2006). El virus de la gripe también ha causado varias amenazas

de pandemia durante el siglo pasado, incluyendo la pseudo-pandemia de 1947, el brote de
gripe porcina de 1976 y en 1977 la gripe Rusa, todo causado por el virus de Influenza del
subtipo HIN1 (Hsieh, et al., 2006)

En la Figura 1-5, se observa el reordenamiento que ha sufrido el virus de influenza desde la
aparicién en 1918 hasta el 2009, cuando se presenta la pandemia acasionada por virus del
subtipo HIN1 pandémico. Los genes del virus de influenza A de 1918 del tipo HIN1 humana

y porcina y los virus de influenza del tipo HIN1 de 1979 descienden a partir de genes de

influenza A aviar. Los reordenamientos de los virus han llevado a la presencia de virus
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estacionales en los cerdos y en los humanos, con capacidad de recombinarse y producir
virus pandémicos como el H1IN1p, producto del reordenamiento de HIN1 porcina
Euroasiatica con HLN2 porcina de triple reordenamiento entre H1N1 clasica, Influenza A

aviar y H3N2 humana (Morens, et al., 2009)

Figura 1-5. Reordenamiento genético del virus de influenza con referencia a virus de

influenza humano y porcino
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Las flechas amarillas reflejan la exportacién de uno o mas genes de la influenza A aviar.

La flecha roja discontinua indica un periodo sin circulacion. Flechas rojas continuas

indican los caminos evolutivos de los linajes del virus de la Influenza humana; las flechas

azules solidas, con linajes del virus de influenza porcina; y la flecha azul a rojo, de un
virus de influenza humana de origen porcino. Todos los virus de influenza A contienen
ocho genes que codifican las siguientes proteinas (que se muestran de arriba a abajo
dentro de cada virus): PB2 de la polimerasa basica 2, PB1 de la polimerasa basica 1, la

polimerasa acida PA, la hemaglutinina (HA), proteina nuclear (NP), neuraminidasa (NA),

proteinas de la matriz (M), y las proteinas no estructurales (NS). Modificado de Morens y

col. 20009.

En el virus de Influenza porcina, ademas de la presentacion de diferentes subtipos, se

evidencian diferentes linajes. Los principales linajes del virus de influenza porcina se

asocian como linaje de América del Norte correspondiente a influenza porcina clasica

(CS), influenza porcina avian-like europeo o euroasiatico (EA) y virus de influenza porcina

de triple reordenamiento circulante en el sur de China (Vijaykrishna, et al., 2011) Los

virus de influenza porcina A subtipo H1IN1 actualmente circulan como dos linajes distintos

dentro de América del Norte y Europa.
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Los analisis filogenéticos han demostrado que existen distintos linajes de Influenza A,
relacionadas con el tipo de huésped (Webster et al., 1992), pero debido a que se

presenta transmision inter especies y a que los segmentos se puede recombinar, han
dado lugar a nuevos subtipos (Dunham et al., 2009; Smith et al, 2009). De esta manera,
se relaciona con la aparicion de linajes a estos eventos: (i) la transmision de HIN1 aviar
a cerdos en la década de 1970, creando el linaje HIN1 porcina euroasiatica, que se
encuentra predominantemente en Europa y Asia (Brown, et al, 1998); (i) la
recombinacion entre HIN1 avian-like y virus humanos, resultando en la circulacién de
H1N2 y H3N2 recombinante entre la poblacién porcina en Europa; (iii) el complejo HLN1,
H1N2 y H3N2 recombinado de virus de aves, humanos y porcinos, que originaron el virus
de influenza porcina de triple reordenamiento visto en cerdos principalmente en América
del Norte a partir de la década de 1990 (Olsen, 2002); (iv) la recombinacion entre los

virus triple recombinante del linaje Norte Americano y H1N1 del linaje Eurasiatico (i) y (iii),

dio origen a la cepa pandémica H1N1 del 2009 (Garten et al, 2009; Smith, et al, 2009;

Webby, et al., 2000; Zhou, et al, 1999).

El linaje eurasiatico de la influenza porcina tipo A es particularmente notable, ya que
representa una transferencia reciente y de gran éxito de las aves a los mamiferos.

Cuando fue reportado por primera vez en Bélgica en 1979, poseia un genoma totalmente

avian-like (Pensaert, et al., 1981), y ya se ha establecido en las poblaciones porcinas

europeas (Campitelli, et al., 1997; Brown, 2000). Este virus posteriormente se extendio a

Hong Kong y el sur de China en torno al cambio de milenio, donde sustituyeron en gran

medida las cepas preexistentes (Vijaykrishna, et al., 2011).
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Por el contrario, el linaje de influenza porcina clasica ha circulado entre los cerdos en
América del Norte durante al menos 80 afnos, habiendo sido aislada por primera vez en
1930 y relacionada con la cepa pandémica humana de 1918 conocida como la 'gripe

espanola’. Este virus clasico sigue circulando en Norteamérica y se ha detectado desde

1974 en Asia (Vijaykrishna, et al., 2011; Shortridge y Webster, 1979). Por su parte el

triple recombinante del virus de influenza porcina surgié en los cerdos de Norteamérica

en 1998 (Zhou, et al., 1999; Kanegae, et al., 1994, Bhatt, et al., 2013).

En cuanto al virus de influenza porcina se tiene que las primeras observaciones clinicas

de la infeccidén en cerdos, coincidieron con la presentacion de la pandemia de 1918 en

humanos (Reid, et al., 2001), pero el aislamiento del virus de influenza porcina no se

obtuvo sino hasta 1930 (Shope, 1931). Se propone que éste virus del subtipo HINL,
denominado virus de la influenza porcina clasica, surgié por transferencia del virus

pandémico humano de 1918 a los cerdos y posteriormente se propago a los porcinos en

otras partes del mundo. Independientemente, un nuevo linaje de influenza porcina avian-

like HIN1 surgi6 en Europa en el afio 1979, sustituyendo al virus de la influenza porcina
clasica (Brown, 2000). Hasta la fecha, este segundo linaje del virus de la influenza

porcina es enzodtico en todas las regiones productoras de cerdos de Europa occidental,

donde co-circulan con virus de los subtipos H3N2 y HIN2 (Maldonado, et al., 2006). Se

cree que los ocho segmentos de genes que conforman los virus de influenza H1IN1 del

linaje europeo derivan del virus de influenza de aves de Asia, determinando asi un linaje
filogenética y antigénicamente distinto del linaje del subtipo H1N1 del virus de influenza

porcina clasica (Dunham, et al., 2009
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Antes de 1998 los virus de la influenza porcina del tipo HIN1 clasicos fueron aislados de

los cerdos en los Estados Unidos. Desde 1998, un doble reordenamiento del subtipo
H3N2 (humano / porcino,) y un triple reordenamiento entre los subtipos H3N2, HIN2 y

HIN1 (aviar / porcina / humanos) del virus de la influenza porcina surgieron en los

Estados Unidos y Canada (Ma et al., 2009a).

Con relacion al virus doble recombinante H3N2, éste fue aislado por primera vez en

cerdos que presentaban una grave enfermedad de tipo gripal en una granja en Carolina

del Norte en 1998; el cual mostré en el analisis genético que poseia segmentos de genes

similares a los del linaje de influenza porcina clasica (NS, NP, M, PB2 y PA ) y un virus

de la influenza humana (HA , NA y PB1) (Zhou, et al.1999). En cuanto a los triples

reordenamientos de los virus H3N2 aislados de cerdos en Minnesota, lowa y Texas,

estos contienen segmentos genéticos del virus de influenza porcina clasica ( NS, NP y

M), un virus humano (HA , NAy PB1) y un virus aviar (PB2 y PA ) (Yu, et al., 2008) . La

principal diferencia entre los virus dobles y triples reagrupados fue la adquisicién de dos

genes de la polimerasa aviar (PA, PB2) en el triple recombinante H3N2 (Ma et al., 2009).

Una vez establecido en la poblacién porcina, el virus triple recombinante H3N2

evoluciond a través de la deriva genética y la recombinacion con virus porcinos clasico

H1N1, produciendo virus de genoma reordenado que han sido identificados incluyendo
H1N2, HIN1 recombinante (rHIN1 ) y H3N1 (Lekcharoensuk, et al., 2006; Ma, et al.,
2006; Webby et al., 2004) todos estos genomas reordenados mantienen los genes
internos ( PB1 PB2 , PA, NP M, NS ) del virus triple recombinante originales, esto se
denomina triple recombinante del casete interno de gen ( TRIG) (Vincent, et al., 2008;
Ma et al., 2009a; Acosta, et al., 2009, Jaime, et al., 2011).

Los virus de la influenza H2N3 de triple recombinante tienen una leucina en la posicion

226 y una glicina en la posicion 228 de HA y causo6 enfermedad en los cerdos, siendo
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altamente transmisible, aunque ha estado ausente desde 1968. Ademas, este virus es

considerado similar a los virus de influenza del tipo H2N2 aislados de la pandemia

humana de 1957 y encontrada en cerdos de Missouri en el afio de 2006 (Ma et al., 2007)
por lo que se cree puede representar un riesgo importante para la salud publica si es
capaz de transmitirse a los seres humanos (Ma et al., 20099).

En 2009, una pandemia con el virus de influenza A del subtipo HIN1 surgié en la
poblacion humana de América del Norte (Garten, 2009). El virus HIN1 que emergio se
propago rapidamente en la poblacion alcanzando el nivel 6 de pandemia declarada por la

Organizacion Mundial de la Salud el 11 de junio de 2009 (WHO, 2011; Vincent, et al.,

2010).

1.2.5 Influenza Porcina en América central, Suraméricay Colombia

En Centro y Sudamérica es poca la informacién sobre la prevalencia del virus de
influenza en cerdos. México ha publicado un reporte acerca de un aislamiento viral
porcino estrechamente relacionado con el virus A/HIN1 pdmQ9 (Escalera et al., 2012),
ademas, un estudio, en el que realizaron la caracterizacion genética de virus de influenza
porcina aislados en México durante el 2009 y 2010, poco después de la pandemia, se
evidenciaron divergencias entre las cepas circulantes con respecto a las pandémicas

(Carrera, et al., 2014). En Venezuela ha sido observada una reaccion serolégica positiva
para virus de influenza porcina de 7,9% para el subtipo HIN1 y del 8,2% para el subtipo
H3N2 (Boulanger, et al., 2004). En Brasil, se reporta la circulacion en la piaras de cerdos
domeésticos de los subtipos HIN1, H3N2 y HIN1 pandémica. En Chile, pruebas de ELISA

mostraron que el 48% de los cerdos reaccionan positivamente a HIN1 y el 22% fueron


http://www.revistas.unam.mx/index.php/Veterinaria-Mexico/article/view/43961/45413#Escalera
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positivos para H3N2 (Ruiz 2011). En Argentina, un estudio seroldgico reportd virus de
influenza porcina con una reaccién positiva para el subtipo H1 del 41,2% vy 41,6% para el
subtipo H3 (Teodoroff, et al., 2003; Pineyro, et al., 2006). Ademas, se ha reportado en
este pais la presencia de dos nuevos virus de influenza porcina en los cerdos resultado

de dos eventos de recombinacion independiente entre el virus de Influenza pandémico

HIN1 y virus de influenza porcina estacionales human-like, que muestra la constante

evolucién de los virus de influenza y el riesgo potencial para la salud humana (Pereda et

al., 2011).

En Colombia, el primer reporte que se relaciona con el virus de influenza porcina es un

estudio de reactividad serolégica en 1977 realizado utilizando sueros provenientes de
cerdos del departamento de Antioquia, colectados en un periodo de dos afos (1971-

1972) y evaluados mediante la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién (HI), para los

virus de influenza A/Hong Kong/1/68 (H3N2), A/Swine/lowa/l5/30 (H1N1), vy
A/Swine/Wisconsin/ 1/73 (H1N1), encontrando una tasa de positividad del 14%, 34% y

21%, respectivamente (Hanssen, et al.,, 1977). En el afo 1991 se establecid una
reactividad del 6.5% para el subtipo H3N2 (Cucaita, 2005). Un monitoreo seroldgico
realizado en Antioquia, entre los afos 1997-1999 mostré una reactividad del 43.5% para
el virus H3N2 y del 0.8% para el virus HIN1, entre los afios 2000-2001 se reportd una
reactividad del 10% para el subtipo H3N2 (Mogollén, et al., 2003); para el afio 2001, a
través de la prueba de inhibicion de hemaglutinaciéon se observé una reactividad del 10%

al virus A/SW/Texas/4199/H3N2 con una reactividad del 19.85% en cerdas multiparas y

del 3.13% en cerdas de reemplazo (Moscoso y Neira, 2001). Durante 2008 y 2009 se

demostré una reactividad seroldgica por individuo del 12.92% para el virus H3N2 y del
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0.82% para el HIN1 en tres regiones de estudio del pais (Antioquia, Occidental y Central)

(Figura 1-6) (Jaime et al., 2011). Ademas, se reporto el primer aislamiento de virus de

influenza porcina en Colombia H1IN1 pandémico y clasico (Ramirez-Nieto et al., 2012).

Figura 1-6. Comportamiento serolégico del virus de influenza en Colombia

= 19.85% cerdas
multiparas

1977 1997 - 1999 - 34396 ‘cerdas 2009 12,82%
HI reactividad 43.5% H3N2 y 0.8% B | crolazo H3N2 Y 0,82%
21% HIN1 H1N1
1971 1991 2000-2001 H3N2 HINI
Antioquia Reactividad 6.5% 10% H3N2 Madres Madres
reactividad del e Lactantes Lechones
14% Lactantes
Animales
crecamiento

Datos seroldgicos del virus de influenza porcina en Colombia reportados hasta 2011.

Tomado de Jaime y colaboradores, 2011.



2.Materiales y métodos

2.1 Objetivo 1. Obtener la informacion sobre las
secuencias de los virus de influenza porcina
reportados en Colombia de 2008 a 2013 y comparar
dichas secuencias a nivel de nucleétidos

Para cumplir con este objetivo, se analizé informacién proveniente de tres fuentes:
material biolégico correspondiente a aislamientos virales, recursos disponibles en las

bases de datos y resultados de la evaluacién de muestras de fluidos orales.

2.1.1 Aislamientos virales
Las muestras analizadas procedentes de aislamientos virales, corresponden al periodo

de tiempo de 2008 a 2010 y pertenecen al banco de virus del laboratorio de Virologia

Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Estas muestras son producto del

trabajo realizado en el proyecto de investigacion “Estudio sobre la influenza porcina en
Colombia, aislamiento, diagndstico y control” ejecutado por el grupo de investigacion de
Microbiologia y Epidemiologia, colectadas y aisladas de granjas de cerdos distribuidas en

las 3 regiones de mayor produccion de cerdos en Colombia ubicadas en los

departamentos de Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca, a partir de hisopados

nasales tomados de animales con sintomatologia respiratoria, tos, depresién y con
temperatura rectal superior a 39°C. Las muestras fueron inoculadas en cultivos de la

linea celular MDCK (Madin Darby Canine Kidney) lograndose el aislamiento de un total

de 15 virus, los cuales fueron subtipificados mediante PCR en tiempo real identificando a
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los virus como Influenza A por el gen M (InfA), influenza porcina dirigida por el gen NP

(SwinfA) y HIN1 pandémica por el gen HA (SwH1)(CDC, 2009).

De los 15 virus aislados de hisopados nasales, 3 virus de influenza porcina del tipo HIN1

clasica provenientes de muestras colectadas en el afio 2008 correspondieron a cerdos de

pre-ceba del departamento de Antioquia. Los otros 12 fueron subtipificados como virus de

influenza porcina del tipo HIN1 pandémica, de los cuales 8 virus fueron colectados en el

2009 en las regiones de Valle del Cauca y Antioquia y 4 fueron aislados de cerdos de

Cundinamarca durante el ano 2010.

De los 15 aislamientos de virus de influenza porcina, se seleccionaron 6 virus, de los

cuales 5 correspondian a virus de influenza del tipo HIN1 pandémica y 1 virus
correspondia a virus de influenza del tipo HIN1 clasico (Tabla 2-1). El virus de Influenza
porcina Clasica fue colectado en el ano 2008 en la region de Antioquia. De los virus
pandémicos escogidos, correspondientes al afio 2009, 3 fueron colectados de Antioquia y

1 del valle del Cauca, y del afio 2010 se escogio un aislamiento procedente de la region

de Cundinamarca.
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Tabla 2-1. Aislamientos de SIV entre 2008 — 2010. Las muestras de influenza porcina

analizados en este estudio, se encuentran resaltadas en la tabla.

i PROCEDEN- GRUPO SUB- .
IDENTIFICACION CIA ETAREO TIPO ANO
VALLE DEL
A/Swine/Colombia/0102/2009 CAUCA PRECEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/0201/2009 ANTIOQUIA CEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/0301/2009 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/0401/2008 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1c 2008
VALLE DEL
A/Swine/Colombia/0502/2009 CAUCA PRECEBA H1N1p 2009
VALLE DEL
A/Swine/Colombia/0602/2009 CAUCA PRECEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/0701/2009 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/0801/2008 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1c 2008
A/Swine/Colombia/0901/2008 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1c 2008
VALLE DEL
A/Swine/Colombia/1002/2009 CAUCA CEBA H1N1p 2009
A/Swine/Colombia/1101/2009 ANTIOQUIA PRECEBA H1N1p 2009
CUNDINAMAR
A/Swine/Colombia/1203/2010 CA PRECEBA H1N1p 2010
CUNDINAMAR
A/Swine/Colombia/1303/2010 CA PRECEBA H1N1p 2010
CUNDINAMAR
A/Swine/Colombia/1403/2010 CA PRECEBA H1N1p 2010
CUNDINAMAR
A/Swine/Colombia/1503/2010 CA PRECEBA H1N1p 2010

Tomado y modificado de Mancipe, 2012 y Ramirez-Nieto y col, 2012.
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Las muestras seleccionadas corresponden a cepas circulantes en las granjas porcinas de

Colombia en el afios de 2008 a 2010, en tres de las regiones de mayor produccion del

pais: Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca y en diferentes etapas de produccion.

2.1.2 Bases de Datos

Las muestras analizadas del periodo de 2011, corresponden a la informacién reportada a

partir de un estudio desarrollado por Karlsson y col (2013) en la region de Los Llanos

Orientales, alrededor de Villavicencio, Meta. Las muestras correspondientes a hisopados

nasales fueron recolectadas de granjas de cerdo y mataderos e inoculadas en células

MDCK, los resultados de 4 cepas de campo del virus de influenza porcina, fueron

obtenidos de la base de datos Influenza Research Database (Tabla 2-2).

Tabla 2-2. Muestras de influenza Porcina correspondientes al periodo de 2011

disponibles en Influenza Research Database.

IDENTIFICACION GEN CcODIGO GenBank
A/SWINE/COLOMBIA/1/2011 HA KC703326.1
AISWINE/COLOMBIA/2/2011 HA KC703349.1
A/SWINE/COLOMBIA/3/2011 HA KC703320.1
A/SWINE/COLOMBIA/4/2011 HA KC703314.1
A/SWINE/COLOMBIA/1/2011 NA KC703323.1
AI/SWINE/COLOMBIA/2/2011 NA KC703346.1
A/SWINE/COLOMBIA/3/2011 NA KC703317.1

A/SWINE/COLOMBIA/4/2011 NA KC703311.1
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2.1.3 Fluidos Orales

Las muestras del periodo de 2012 a 2013, son resultado de un proyecto piloto

desarrollado en la region de Valle del Cauca por el grupo de investigacion en
Microbiologia y Epidemiologia Veterinaria, de la Facultad de Medicina veterinaria y de
Zootecnia de la Universidad Nacional, el cual buscaba establecer la utilizacion de fluidos
orales de cerdos de Pre-ceba para la deteccion del virus de Influenza en cerdos. Se hizo
deteccioén del virus de Influenza por PCR en tiempo real en el afno 2013 y se realizaron
intentos de aislamiento a partir de las muestras positivas en el afio 2014, los cuales no
fueron exitosos. Las muestras permanecieron almacenadas a -70°C en el laboratorio de
virologia Veterinaria. Basados en esta informacion, se escogieron 4 muestras de fluidos

orales que presentaron los CP mas bajos (CP por debajo de 35 se consideran muestras

positivas) para ser procesadas por PCR convencional.

2.1.4 Extraccion de ARN Viral

La extraccion de ARN total se realizd6 a partir de una alicuota de las muestras
procedentes de aislamiento viral (2008 a 2010) y a partir de Fluido Oral (2012-2013),
mediante el Kit QlAamp Viral RNeasy Mini Kit ® (Qiagen, Valencia, CA) con los
procedimientos establecidos de acuerdo a la casa comercial. 140 pL de muestra fueron
adicionados a 600 uL del Buffer RLT + Bmercaptoetanol, realizando vortex por 1 minuto,
para luego adicionar a 560 pL de etanol absoluto y resuspender por 15 segundos. 700 pL
de la mezcla fueron transferidos a la columna de extraccion y centrifugados por 30
segundos a 10000 rpm, descartando el liquido del tubo colector, esta accion se realizé

dos veces. A la columna se le adicionaron 700 pL del buffer de lavado RW1 y se


http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/rna-sample-technologies/total-rna/rneasy-mini-kit
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centrifugd por 30 segundos a 10000 rpm. Tras cambiar el tubo colector, se agregaron
500 L del buffer de lavado concentrado RPE y se centrifugd por 30 segundos a 10000
rpm; este procedimiento se realizé dos veces. Finalmente se deposité la columna en un
tubo colector de 1.5 mL, y se adiciondé 30 pyL de agua libre de RNAsas, centrifugando
nuevamente a 10000rpm por 1 minuto. Las muestras de ARN extraido fueron

identificadas y almacenadas a -70°C hasta su utilizacion.

2.1.5. Sintesis de cADN

Se realizé la sintesis del ADNc a partir de RNA viral mediante RT-PCR. Para esto, se
mezclé 4ul de RNA viral con el primer Unil2 (Invitrogen®), 5- UCGUUUUCGUCC -3’
(Hoffman, et.al., 2001) y se emple6 un volumen de reaccién de 13 pl conteniendo 0,5pl
de oligonucleétido 5uM, 2ul de dNTPs 10uM (Invitrogen- , Carlsbad, CA) y 6,5ul de H,O
y se incubd por un ciclo de 65°C durante 5 minutos. Posteriormente, se realiz6é la RT
mediante el empleo de la enzima SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen®,
Carlsbad, CA), 4l tampdén 10x, 1yl de DTT 0,1M (Invitrogen* , Carlsbad, CA), 1ul de
RNAsa OUT (Invitrogen- , Carlsbad, CA) y se incub6 durante 1h a 42°C. EI ADNCc fue

almacenado a -20°C para usos posteriores.

2.1.6 Estrategia para la amplificacion del gen de la Hemaglutinina
(HA) y de Neuraminidasa (NA)

La estrategia utilizada para la amplificacion del gen HA consistié en dividir el gen en dos

fragmentos correspondientes a 931 pb y 1026 pb para lograr obtener la totalidad del

segmento de HA, utilizando los juegos de oligonucleétidos universales reportados por
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Hoffman y colaboradores (2001) para el gen HA y primers internos que se alinearan a la

secuencia de gen para poder amplificar HA los cuales fueron donados amablemente por

el Dr. Daniel Perez del Laboratorio de Influenza de la Universidad de Maryland — USA.

(Tabla 2-3).

Tabla 2-3: Oligonucledtidos empleados para la amplificacion del gen HA

PRIMER
FRAGMENT NOMBR PRODUCT
O E SECUENCIA 0]
BmHA TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG (Hoffman, et
1F al.,2001)
SwHA-
HA1 931R TCTGAAATGGGAGGCTGGTGTT (Maryland, University) 931 pb
SwHA-
752F TAGAGCCGGGAGACAAAATAACAT (Maryland, University)

BmNs- ATATCGTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT(Hoffman, et
HA2 890R al.,2001) 1026 pb

Primers para amplificar HA. Primers Universales de Hoffman (Hoffman, et al., 2001) y
primers para flanquear los extremos (Maryland, University).

Al igual que para el gen HA, la estrategia utilizada para la amplificacion del gen NA
también consistié en dividir el gen en dos fragmentos correspondientes a 720 pb y 1038

pb, utilizando los juegos de oligonucleétidos universales reportados por Hoffman y

colaboradores (2001) para el gen NA y primers desarrollados para el gen NA donados

amablemente por el Dr. Daniel Perez del Laboratorio de Influenza de la Universidad de

Maryland — USA. (Tabla 2-4).
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Tabla 2-4: Oligonucledétidos empleados para la amplificacion del gen NA

PRIMER
FRAGMENT PRODUCT
(o] NOMBRE SECUENCIA 0]
TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT (Hoffman, et

BmNA 1F al.,2001)
SWNA-

NA1l 720R TTACTTGGTCCATCGGTCATTACA (Maryland, University) 720 pb
SwHA-
375F CCCCTTGGAATGCAGAACCTT (Maryland, University)
BmNA- ATATCGTCGTATTAGTAGACAACAAGGAGTTTTT(Hoffman,

NA2 1413R et al.,2001) 1038 pb

Primers para amplificar NA. Primers Universales de Hoffman (Hoffman, et al., 2001) y
primers para flanquear los extremos (Maryland, University).

2.1.7 PCR convencional para la amplificacién de los genes HA y NA
La técnica de PCR se realizé de acuerdo a las recomendaciones generales descritas por

la casa comercial productora de la enzima Taqg ADN polimerasa platinum® (Invitrogen™,

Carlsbad, CA).

Para la PCR se adicioné 2ul de ADNc a cada tubo con 23yl de mezcla para PCR,
conteniendo 1pl de dNTPs 10uM (Invitrogen™), 0,75ul de cada oligonucleétidos en
concentracion de 20Mm (Tabla 5), 0,25 pl de Tag ADN polimerasa platinum®
(Invitrogen™, Carlsbad, CA), 2.5 ul de tampdn 10X y 1.5 ul de MgCl, 50x. Se utilizé un
equipo Eppendorf® Mastercycler gradient, programado de la siguiente manera: 1
precalentamiento a 94°C durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion:

denaturacién: 20 segundos a 94°C, anillamiento: 30 segundos a 56°C y extension: 7
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minutos a 72°C para el gen HA y 5 minutos a 72°C para el gen NA, un ciclo de

finalizacion de 10 minutos a 72°C y 4°C hasta su finalizacion.

Los amplificados se evaluaron por electroforesis empleando un gel de agarosa grado

Biologia Molecular (Sigma®) al 1% a un voltaje constante de 100V durante 50 minutos
empleando una fuente de poder Power-Pac 300 (Bio-Rad,, Hercules, CA). ElI marcador
de peso molecular empleado fue GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder o A Hind l1lI
(Fermentas™, Waltham, MA). Los amplificados se visualizaron mediante la tincion con

EZ vision® (Amresco, Solon, OH) el cual cumplié la funcion de buffer de carga y de

revelado para la visualizacion del gel; para la corrida electroforética se usé el tampon

TAE 1X (Tris-Acetato 0.04 M, EDTA 1mM) y fueron evaluados en el fotodocumentador
de Biorad® (Gel Doc 1000, CA).

2.1.8 Purificacién y Secuenciacion

Los productos de PCR de la amplificacion de los genes HA y NA revelados en gel de

agarosa al 1%, fueron purificados utilizando el kit de extraccion en gel de Qiagen®,

(Valencia, CA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se llevo a cabo la secuenciacion por el método Sanger usando Big- Dye® Terminator

Cycle Sequencing. Los productos purificados de cada PCR junto a los primers forward y

Reverse utilizados para la amplificacion (Tablas 2-3 y 2-4) y un primer interno que

permitiera obtener el amplificado completo, correspondiente a 1778pb para el gen HA

(Tabla 2-5) y 1413pb para el gen NA (Tabla 2-6) fueron enviados a Macrogen USA®

para su procesamiento.
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Tabla 2-5:_Oligonucledtidos empleados para la secuenciacién del gen HA.

PRIMER
FRAGMENTO NOMBRE SECUENCIA

BmHA 1F TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG (Hoffman, et al.,2001)

HAL SwHA-931R TCTGAAATGGGAGGCTGGTGTT (Maryland, University)
SwHA-521R GGATTTGCTGAGCTTTGGGTATG(Maryland, University)
SwHA-752F TAGAGCCGGGAGACAAAATAACAT (Maryland, University)

HA2 BmNs-890R ATATCGTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT(Hoffman, et al.,2001)
SwHA-1213F ACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAA(Maryland, University)

Primers para secuenciar HA. Primers Universales de Hoffman (Hoffman, et al., 2001),
primers para flanquear los extremos (Maryland, University) y primers internos (Maryland,
University)

Tabla 2-6: Oligonucledtidos empleados para la secuenciacion del gen NA.

PRIMER
FRAGMENTO NOMBRE SECUENCIA
BmNA 1F TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT (Hoffman, et al.,2001)
NA1 SwWNA-720R TTACTTGGTCCATCGGTCATTACA (Maryland, University)
SWNA-451R GGGTTCGATATGGGCTCCTGTC (Maryland, University)
SwHA-375F CCCCTTGGAATGCAGAACCTT (Maryland, University)
NA2 BmNA-1413R  ATATCGTCGTATTAGTAGACAACAAGGAGTTTTT(Hoffman, et al.,2001)
SWNA-949F AGATGATAGCTCCAGAGAGCCTGATGATCC (Maryland, University)

Primers para secuenciar NA. Primers Universales de Hoffman (Hoffman, et al., 2001),
primers para flanquear los extremos (Maryland, University) y primers internos (Maryland,
University)
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Se llevo a cabo la secuenciacion de las muestras minimo por duplicado para cada uno de los

genes y cada uno de los primers con el fin de garantizar la calidad de la secuenciacién y tener

suficientes datos para analizar y determinar la secuencia consenso de cada virus y cada gen.

2.2 Objetivo 2. Determinar los posibles cambios en las
secuencias de los genes HA y NA de los virus de
influenza porcina que tengan relevancia evolutiva
basada en la literatura cientifica

2.2.1 Cambios en las Secuencias de las Glicoproteinas

Para la comparacién de las secuencias de nucleétidos de los virus de Influenza Porcina, se

utilizo el programa SegMan pro, con el cual se realizaron los ensambles.

Utilizando EditSeq del paquete Lasergen (DNASTAR®, Madison, Wisconsin), se determiné la
region codificante ORF dentro de las secuencias de nucleétidos de los virus analizados, para

traducir la secuencia y obtener la proteina a partir de las secuencias de los genes de la HA y

NA.

Utilizando el programa MEGA 6.0, se realizaron los alineamientos de las secuencias de

aminoacidos de las proteinas traducidas por el método de CLUSTAL W, para determinar las

posiciones en la cuales se evidenciaron diferencias en los aminoacidos.

Con el fin de determinar si estos cambios poseen relevancia evolutiva se compararon los

resultados con la informacion obtenida a partir de la revision de la literatura cientifica disponible.

En el Anexo A se encuentran relacionados los cédigos del Genbank de las secuencias

utilizadas para determinar los cambios de las secuencias para los genes NA y HA.
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2.3 Objetivo 3. Establecer las relaciones filogenéticas de
los virus de influenza porcina reportados en
Colombia con lainformacién encontrada en el
Genbank y con los virus porcinos reportados en
otras partes del mundo

2.3.1 Andlisis Filogenético
Los resultados de las secuencias fueron analizados y editados usando el paquete de

analisis de secuencias (DNASTAR®, Madison, Wisconsin) y los alineamientos de las

secuencias se realizaron utilizando el programa Clustal W (Thompson, et al., 1994).

El analisis filogenético para la determinacién del arbol filogenético que permita establecer
las relaciones evolutivas, fue realizado en el programa Mega version 6.06 en el test
estadistico de Neighbor-joining, bajo el modelo matematico de Kimura dos parametros
asume gque las mutaciones (sustitucion de nucleétidos) ocurren aleatoriamente, con un

Bootstrap de 1000 réplicas (Saitou and Nei, 1987; Tamura et al., 2013).

En el Anexo B se encuentran relacionados los cédigos del Genbank de las secuencias

utilizadas para el analisis filogenético para los genes NA 'y HA.



3.Resultados y discusion

3.1 Objetivo 1. Obtener la informacidén sobre las
secuencias de los virus de influenza porcina
reportados en Colombia entre los aflos 2008 a 2013 y
comparar dichas secuencias a nivel de nucledétidos

3.1.1 Aislamientos virales

Empleando dos juegos de oligonucleétidos dirigidos para la amplificacion completa de

los genes que codifican para la HA y NA divididos en dos fragmentos para cada gen
(Tabla 2-5 y 2-6) se obtuvieron productos de PCR para el gen HA de 931pb para el
primer fragmento (Figura 3-1), y 1026pb para el segundo fragmento (Figura 3-2), y para
el gen NA de 720pb para el primer fragmento (Figura 3-4) y de 1038pb para el segundo
fragmento (Figura 3-5). En la electroforesis, se observaron dos bandas para el gen HA en

la amplificacién del segundo fragmento (Figura 3-2)(SwHA 752F- BmNS 890R), esto
puede deberse a que los oligonucleotidos universales para amplificar los genes del virus
de influenza A disefiados por Hoffman (2001) y empleados en éste trabajo, emplean el
primer BmNS 890R el cual reconoce en el extremo 5° la secuencia GUG, la cual es
idéntica en las posiciones 14 a 16 en los genes que codifican para HA y NS (Hoffman et
al., 2001). Teniendo en cuenta ésta caracteristica en las secuencias del gen HA, por la
cual se presenta una unién inespecifica con otros segmentos del virus de influenza, se
trata de compensar éste efecto, en el ciclo de la PCR utilizando una extensién mas larga

(7 minutos para el gen HA), logrando asi incrementar y asegurar que fragmentos largos
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(HA ~1765 pb) de PCR sean producidos en situaciones donde la amplificacion de un
fragmento pequefio (NS 890 pb) compite con una reaccion que produce fragmentos de
PCR mas largos, como ocurre al amplificar el gen HA utilizando el cebador Bm-NS-890R.
En la normalizacion de la PCR para la amplificacién del gen HA, la extension de 7
minutos arrojo los mejores resultados. Esta situacion no se presenta en la amplificacion
del primer segmento, debido a que el primer Bm HAL1F posee una secuencia unica (CC)
en el extremo 3" posiciones 13-14 altamente conservada en todos los subtipos de HA
(Hoffman 2001); razén por la cual al utilizarse con el cebador SWHA 931R, no produce

uniones inespecificas a otros genes.

Figura 3-1: Amplificacion del gen HA primer fragmento.

B V2V3 V8 VIOVI1I VIS 1

931 ph R .

B: corresponde al control negativo o blanco En los siguientes 6 carriles, se encuentra el
amplificado del fragmento 1 de HA correspondiente a 931 pb de los virus 2, 3, 8, 10, 11y

15 respectivamente. Linea 1, en el extremo derecho: Marcador de peso molecular (MPM)
de 100pb-3000pb.



Resultados y discusion 55

Figura 3-2: Amplificacién del gen HA segundo fragmento.

1026 pb
890 pb

Lineas: 1. Marcador de peso molecular (MPM) de 100pb-3000pb En los siguientes 6

carriles se encuentra el amplificado del fragmento 2 de HA correspondiente a 1026 pb de
los virus 2, 3, 8, 10, 11 y 15. Carril 8 corresponde al control negativo o blanco. Se

observa la amplificacion de una banda de tamafio aproximado de 890pb.

Figura 3-3: mplificacion del gen NA primer fragmento.

1. B V2 V2 VB V10 V1 V1S

- f
720 pb ! --C‘..

Lineas: 1. Marcador de peso molecular (MPM) de 100pb-3000pb. Carril 2 corresponde al

control negativo o blanco. En los siguientes 6 carriles se muestra el amplificado del
fragmento 1 de NA correspondiente a 720 pb de los virus 2, 3, 8, 10, 11, y 15
respectivamente.
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Figura 3-4: Amplificacion del gen NA segundo fragmento.

1. V2 V3 Ve VI0V11VIGHE

-

1038pb |4 i c@e®

Lineas: 1. Marcador de peso molecular (MPM) de 100pb-3000pb. En los siguientes 6

carriles se encuentra el amplificado del fragmento 2 de NA correspondiente a 1038pb de
los virus 2, 3, 8, 10, 11 y 15. Carril 8 corresponde al control negativo o blanco

Con el fin de garantizar la purificacidon, unicamente del amplificado correspondiente a la
longitud de los dos fragmentos del gen HA y NA respectivamente, las bandas obtenidas a
la altura deseada se cortaron, se purificaron a partir de gel, y se verificd la pureza del

producto de PCR para todos los fragmentos, obteniendo en promedio una concentraciéon

de 58,4ng/ul para cada producto de PCR del gen HA fragmento 1 y de 60,2 ng/ pl para el

producto de PCR del gen HA fragmento 2 con un rango de pureza de A260: 1,88-1,99 y

para el gen NA una concentracion de 52.6 ng/ul para el fragmento 1 y de 56,2 ng/ pl para

el producto de PCR del gen NA fragmento 2 con un rango de pureza de A260: 1,80-1,96.

Estos virus de Influenza Porcina fueron previamente analizados por Ramirez-Nieto y col

(2012), para la subtipificacién de Influenza por qPCR, determinando que los virus

A/swine/Colombia/0201/2009,A/swine/Colombia/0301/2009,A/swine/Colombia/1002/2009
, A/swine/Colombia/1101/2009 y A/swine/Colombia/1503/2010 correspondian a virus de
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influenza del tipo HIN1 pandémico (H1N1p) vy el virus A/swine/Colombia/0801/2008, al

virus de influenza del tipo H1N1 Clasico (H1N1c)

3.1.2 Bases de Datos

Las secuencias de los cuatro virus de influenza porcina correspondientes al afo 2011,

provenientes de los Llanos Orientales, fueron descargadas directamente del GenBank

(Tabla 2-3), estas secuencias provienes de un estudio desarrollado para determinar la

prevalencia de los virus de influenza en animales domésticos y aves silvestres de la
region, a partir de muestras de hisopados nasofaringeos provenientes de cerdos de
granjas y mataderos, y resultado de la amplificacién de los genes HA y NA por PCR
convencional. En los analisis realizados se evidencié que aunque son resultados
importantes sobre la presencia de virus de influenza porcina en la regién de los Llanos y
corresponde a la unica informacién disponible sobre este agente durante el afio 2011,
estas secuencias no estaban completamente curadas, lo que involucré que en el

momento de los analisis presentaran discrepancias en los alineamientos.

3.1.3 Fluidos Orales

Las muestras de fluidos orales de los anos 2012-2013, fueron positivas para Influenza A
por qPCR, de acuerdo a los resultados de un proyecto piloto de deteccién de Influenza

realizado por el grupo de investigacion de Microbiologia y Epidemiologia; sin embargo,
estas muestras no pudieron ser utilizadas y analizadas en este estudio ya que el material

obtenido no presentd las caracteristicas apropiadas para su amplificaciéon por PCR

convencional y secuenciacion posterior por la no deteccion del virus en las muestras.
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Las dificultades en la amplificacion de estas muestras podria deberse a la degradacion
del genoma por la presencia de ARNasas propias de los fluidos orales (Vargas, 2010),
aun cuando se utilizo kit comercial de extraccion que permite eliminar inhibidores de la
muestra, el tiempo de almacenamiento de los fluidos en congelacion pudo afectar la

calidad de la muestra, adicionalmente los intentos de aislamiento del virus en cultivo

celular a partir de estas muestras fueron infructuosos como consecuencia de lo cual

concluyé en la imposibilidad para amplificar los genes de HA y NA.

Sin embargo, con respecto al estudio al que se hace referencia en el parrafo anterior se
evidencié que la muestra de fluidos orales en cerdos es una muestra viable para la

deteccion de virus de influenza por gPCR (Detmer, et al., 2011) reportandose una

sensibilidad del 80.4% y una especificidad del 100% cuando las muestras son

recolectadas en los dias siguientes a la infeccidon (Romagosa, et al., 2012). Teniendo en

cuenta lo anterior la toma de muestras de fluido oral puede ser una alternativa para el
monitoreo de enfermedades poblacionales, debido a que no es una muestra invasiva y
no requiere de equipos o materiales especiales (Prickett, et al., 2008; Detmer, et al.,
2011).

3.1.4 Identificacién de los cambios en la secuencia de los genes
de HA y NA de los virus de influenza porcina Colombianos

Analisis de la secuencia del gen HA de los virus de Influenza

porcina subtipo H1IN1 pandémico Colombianos

Como resultados de la comparacion entre alineamientos de secuencias de nucledétidos se

determinaron 50 cambios entre los nueve virus de Influenza porcina del subtipo HIN1

pandémico Colombianos (Anexo 7.1).
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De las variaciones encontradas entre las cepas, 29 corresponden a cambios que ocurren

dentro de los virus de Influenza Porcina provenientes de la regién de los Llanos

Orientales obtenidas en el afo 2011 comparandolos con los otros 6 virus. De estas

variaciones, 20 corresponden a transiciones que no produjeron cambio en los

aminoacidos por lo que son mutaciones sinénimas, pero los demas cambios a lo largo de
la secuencia del gen HA, si evidenciaron cambios en la secuencia de aminoacido (Tabla
3-1); sin embargo, estas mutaciones No sinénimas (Tabla 3-2) no han sido reportadas en
la literatura como cambios evolutivos en el virus, aun cuando se evidencian en el péptido
de unién al receptor, lo que podria tener consecuencias asociadas a aumento o
reduccion de la avidez por los receptores y ameritan mas estudios que determinen si
estos cambios detectados solo en esta regién de los Llanos, pueden considerarse
importantes para la evolucion y constante cambio del virus, o solo se debe a procesos de

deriva genética propios del virus.

Tabla 3-1: Cambios en los nucleétidos del gen HA de los virus de Influenza Porcina
subtipo H1IN1 pandémico de los Llanos Orientales Colombianos que originan variaciones
en la proteina.

posiciones en la secuencia del gen HA

VIRUS
179 233 273 437 605 607 1084 1267 1403
A/Swine/Colombia/1(2011) G T A G G A G A G
A/Swine/Colombia/2(2011) G T A G G A G A G
A/Swine/Colombia/3(2011) A C C A C G A A A
A/Swine/Colombia/4(2011) A T C A C G A G A
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Tabla 3-2: Mutaciones No sindnimas en la proteina HA de los virus de Influenza Porcina

de los Llanos Orientales Colombianos.

posiciones en la Proteina del gen HA

VIRUS
60 78 91 146 202 203 362 423 468
A/Swine/Colombia/1(2011) R I R S S T Vv N S
A/Swine/Colombia/2(2011) R I R S S T Vv N S
A/Swine/Colombia/3(2011) K T S N T A I N N
A/Swine/Colombia/4(2011) K I S N T A I D N

Evaluando individualmente los virus de Influenza Porcina colombianos, la cepa

A/Swine/Colombia/1503/2010 proveniente de Cundinamarca, es la que mayor numero de

variaciones individuales presenta (12 cambios), relacionado con los otros 8 virus

pandémicos analizados; el 22% de las posiciones que mostraban diferencias entre las 9
secuencias se deben a los cambios en esta unica cepa. Sin embargo, solo 5 de los
cambios en la secuencia de nucleétidos para el gen HA de este virus del 2010, fueron
asociados a mutaciones no sinénimas que presentaron una variacion en la secuencia de

aminoacidos (Tabla 3-3), todos presentes en la region de la proteina de unién al receptor,
pero ninguno reportado en la literatura como cambio con importancia evolutiva para
Influenza. Por lo cual, se podria sugerir evaluar los posibles efectos de estos cambios no
reportados en el gen HA sobre la capacidad de unién a los diferentes tipos de

receptores.
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Tabla 3.3: Cambios en la secuencia de aminoacidos de la HA del virus de Influenza

Porcina subtipo HIN1 pandémico A/Swine/Colombia/1503/2010

posiciones en la Proteina del gen HA
VIRUS

9% 99 130 159 562

A/Swine/Colombia/1503(2010) M S K R E
De los dos cambios encontrados en la secuencia del gen HA del virus de Influenza Porcina
A/Swine/Colombia/1002/2009 proveniente del Valle del Cauca, uno demostré una mutaciéon
no sinénima causante del cambio de aminoacido S186P, el cual es reportado como una

mutacién asociada con el aumento de la avidez por el receptor a 2-3 (Das, et al., 2011) lo

gue implica que esta cepa pudiera tener tropismo por tejido respiratorio en las aves,

representando un riesgo en la transmision inter especies del virus.

En el virus A/Swine/Colombia/1101/2009 de Antioquia, se encontré el cambio en la
secuencia del aminoacido D144E con respecto a las demas secuencias analizadas,

hasta el momento éste tampoco ha sido reportado como un cambio evolutivo en el virus.

En general, al analizar los 9 virus pandémicos, se encontraron 4 diferencias entre los

virus de Influenza Porcina de la regién de los Llanos orientales frente a los otros 5 virus

provenientes de las regiones de Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca, dichas

diferencias fueron asociadas a transiciones (Tabla 3-4), de las cuales solo dos
mutaciones produjeron cambios en la secuencia de la proteina D114N y E391K, los
cuales no han sido reportados hasta el momento, seria importante analizar el posible

papel que dichos cambios puedan tener en el proceso evolutivo del virus bajo las

condiciones de las explotaciones porcicolas en Colombia..
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Tabla 3.4: Cambios en los nucleétidos del gen HA de los virus de Influenza Porcina
subtipo HIN1 pandémico Colombianos que producen variaciones en la proteina.

posiciones en la secuencia del
VIRUS gen HA

340 1071 1171 1296

A/Swine/Colombia/0201(2009) G A G T

Antioquia A/Swine/Colombia/0301(2009) G A G T
A/Swine/Colombia/1101(2009) G A G T

Valle del Cauca A/Swine/Colombia/1002(2009) G A G T
A/Swine/Colombia/1503(2010) G A G C

Cundinamarca

A/Swine/Colombia/1(2011)

A/Swine/Colombia/2(2011)
Llanos Orientales
A/Swine/Colombia/3(2011)

> > > »r
O O O O
> > > P
O O O 0O

A/Swine/Colombia/4(2011)

Al analizar la secuencia de nucledtidos de los virus de Influenza Porcina subtipo HIN1
pandémico correspondientes al afo 2009, se evidencian dos variaciones que muestran
cambios en la secuencia de aminoacidos de las posiciones T15A y R240Q de la proteina

producto de eventos de transicion entre los nucleétidos los cuales no han sido reportados

previamente en la literatura como cambios evolutivos en el virus (Tabla 3-5), lo cual no

descarta un posible papel en dicho proceso, por lo cual se deben seguir evaluando el

papel de estas mutaciones en la proteina HA.
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Tabla 3.5: Cambios en los aminoacidos del gen HA de los virus de Influenza Porcina
subtipo HIN1 pandémico correspondiente al afno 2009.

posiciones en la

VIRUS proteina del gen HA
15 240
A/Swine/Colombia/0201(2009) T R
A/Swine/Colombia/0301(2009) T R
A/Swine/Colombia/1002(2009) A Q
A/Swine/Colombia/1101(2009) T Q

El analisis del gen HA de los virus de Influenza Porcina subtipo HIN1 pandémico
Colombianos, revela varias sustituciones en la secuencia de nucleétidos, la mayoria de
estos producidos en el péptido de unién al receptor y el dominio antigénico, lo cual podria
implicar un cambio en la antigenicidad. La mayoria de estas variaciones pueden provenir

de la deriva antigénica del virus, un proceso relacionado con cambios evolutivos en el

virus de influenza, lo que se evidencia porgue aunque todos los aislamientos del 2009 al

2011, pertenecen al mismo subtipo del virus de influenza (HLN1 pandémico) y algunos
provienen de las mismas regiones del pais y fueron colectados en el mismo periodo de
tiempo, presentan variaciones puntuales que los diferencian, aun cuando los cambios a
nivel de aminoacidos sean minimos, lo cual no excluye un efecto aditivo en el tiempo con
repercusiones mayores sobre la secuencia de la proteina codificada. La mayoria de las

variaciones en el gen HA de los virus del subtipo pandémico Colombianos,

correspondieron a cambios silenciosos que no causaron sustituciones en la secuencia de

aminoacidos y las que si presentaron variaciones, no han sido asociadas a cambios

antigénicos de la proteina HA, sin embargo, estos cambios se pueden asociar a
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sustituciones que se dan en respuesta a la presion inmune, o a la necesidad de mantener
la estabilidad de la proteina y su funcion (De Visser, et al., 2007). Es importante sin
embargo anotar que una excepcion a lo anterior la constituye el cambio S186P
encontrado en el virus A/Swine/Colombia/1002(2009), que si se reporta como mutacion

gue favorece el aumento de la avidez por el receptor a 2-3.

3.1.6 Analisis de la secuencia del gen HA de los virus de

Influenza porcina subtipo HIN1 clasico Colombianos

En el caso de los virus de influenza porcina del tipo HIN1 clasico, como resultado de los

alineamientos de las secuencias del virus A/Swine/Colombia/0801/2008 correspondientes

a Influenza Porcina subtipo H1N1 clasico, con la secuencia A/swine/Colombia/0401/2008
Gh: JX826516.1, publicado por Ramirez-Nieto y col (2012) ambas cepas provenientes de
animales del departamento de Antioquia, Colombia recolectadas en el ano 2008, se

observd un total de 16 cambios a lo largo de la secuencia (Tabla 3-6).

Tabla 3-6: Variaciones en el gen HA entre los virus de influenza Porcina H1IN1 clasico

Colombianos.

POSICION EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN HA (1701 pb LONGITUD TOTAL )

VIRUS

A/Swine/Colombia/0801(2008) G @ T C T A G T A G A G C C A T

A/swine/Colombia/0401/2008 A G C T C G T A G A G A G T T C
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Estos cambios, corresponden al 0,94% de variacion, entre transversiones y transiciones,

en el total del marco abierto de lectura. Las transiciones corresponden al 75% de las
variaciones en las secuencias (12 cambios) de los cuales 58,3% son transiciones A-G/G-
A (7 cambios) y 41,71% son transiciones T-C/C-T (5 cambios). Por su parte las
variaciones atribuidas a transversiones corresponde al 25% (4 cambios), generados por
50% transversiones A-T/T-A (2 cambios) y 25% transversiones G-C/C-G (1 cambio) y
25% transversiones G-T/T-G (1 cambio).

Estas variaciones entre las secuencias de nucleétidos de los virus de influenza porcina

A/Swine/Colombia/0801/2008 y A/Swine/Colombia/0401/2008 encontradas, produjeron 5

cambios significativos, correspondientes a mutaciones no sinénimas (Tabla 3-7), que
puede indicar una evolucién distinta causada por deriva genética, aun cuando estas
cepas fueron recolectadas durante el mismo ano, en el mismo lugar de procedencia y
pertenecen al subtipo H1N1clasico, sin embargo, ninguno de estos cambios entre las dos
secuencias no ha sido reportado como capaz de afectar la antigenicidad de la proteina
HA, pero al ser procedentes de la misma regiéon y del mismo grupo etareo, puede
considerarse a estos cambios, como variacion en las tasas de sustitucién entre los virus

de influenza por la fuerza de presion de seleccion inmune, o sea las mutaciones que

permiten escapar de la respuesta inmune (SanJuan, et al. 2005; De Visser, et al., 2007),

debido a que se relaciona con posibles cambios en la conformacion de los epitopes de la

proteina provocando que los anticuerpos no se unan y los neutralicen.
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Tabla 3-7: Cambios en los aminoacidos del gen HA de los virus de Influenza Porcina

subtipo H1N1 clasico correspondientes a 2008.

PROTEINA HA (566 AA DE
VIRUS LONGITUD)

88 169 171 172 305

A/Swine/Colombia/0801(2008) S G E G T
A/swine/Colombia/0401/2008 L V K E S

3.1.7 Analisis de la secuencia del gen NA de los virus de

influenza porcina subtipo HIN1 pandémico Colombianos

En las comparaciones entre alineamientos de las secuencias de nucledtidos del gen NA
de los virus de influenza porcina HIN1 pandémicos Colombianos, se determinaron solo
16 cambios entre cepas, diferenciandose ademas en el hecho de que los virus de
influenza porcina de la regién de los Llanos Orientales no presentaron cambios entre
ellos (Anexo 7-2). En un primer analisis de las secuencias, realizando los alineamientos

con el software Lasergen (DNASTAR®, Madison, Wisconsin) se evidenciaron un total de

24 variaciones, de las cuales 8 fueron causadas por las 4 secuencias analizadas de los

Llanos para el gen NA, que no estaban completamente curadas, razén por la cual no
fueron tenidas en cuenta para el analisis. (Anexo 6-2), lo que imposibilita saber si existian

realmente cambios en estas 8 regiones del gen NA y si se relacionaban con algun tipo de

cambio evolutivo del gen.

Las variaciones a lo largo de la secuencia del gen NA, solo produjeron 4 mutaciones

(Tabla 3-8), de las cuales 2 se encontraron asociadas a la variacion del gen NA del virus
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A/Swine/Colombia/1503/2010, produciendo cambios de aminoacido en las posiciones 85

y 95, y las demas correspondieron a diferencias entre los virus de influenza porcina de

los Llanos orientales aislados en 2011 y los virus de Influenza Porcina de las otras tres
regiones colectados del 2009 a 2010, produciendo cambios en la secuencia de los

aminoacidos en las posiciones 241 y 269.

Tabla 3-8: Cambios en los aminoacidos del gen NA de los virus de Influenza Porcina

subtipo H1IN1 pandémicos Colombianos

PROTEINA NA
(454 AA DE
VIRUS LONGITUD)
8 9 24 36
5 5 1 9
A/SW|ne/CoIorr;bla/0201(2009 L s v N
Antioquia A/SW|ne/CoIorr;bla/O301(2009 L s v N
A/SW|ne/CoIorr;bla/1002(2009 L s VI N
Valle del A/Swine/Colombia/1101(2009
L S V N
Cauca )
Cundinamarc  A/Swine/Colombia/1503(2010 I’ N V N
a )
A/Swine/Colombia/1(2011) L S | K
Llanos A/Swine/Colombia/2(2011) L S | K
Orientales A/Swine/Colombia/3(2011) L S | K
A/Swine/Colombia/4(2011) L S | K

Al igual que como ocurrio en los analisis de cambios de nucleétidos para el gen HA, el

virus A/Swine/Colombia/1503/2010 presenta variaciones individuales representativas que

producen mutaciones No sinénimas y lo diferencian de los 8 virus de Influenza porcina
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analizados correspondientes a H1IN1 pandémico, lo que indica que ha sufrido de un
mayor numero de sustituciones a nivel de nucledtidos con relacién a las demas cepas
analizadas en este estudio. Adicionalmente, este virus es el uUnico proveniente de la

region de Cundinamarca y colectado en el afio 2010; una regidén que por su posicion,

posee factores ambientales que la diferencian de las otras regiones principalmente por

ser de clima frio, lo que incrementa el factor de riesgo para la transmision del virus

(Nakharuthai, et al., 2008), retando el estado inmune del animal y llevando a que el virus

trate de vencer la presion inmune, mutando (SanJuan, et al. 2005; De Visser, et al.,
2007). Ademas, con relacion a los demas virus de Influenza porcina, este es el unico
evaluado perteneciente al ano 2010, y considerando lo reportado en la literatura es de
esperar que tendra una mayor cantidad de cambios en la secuencia de nucleétidos con
respecto a los virus del 2009, debido a que la acumulacibn de mutaciones en la
secuencia de nucleétidos para el virus de influenza se estima en 14, o sea 1.1 x 10°

mutaciones por sitio por ano (Ferguson, et al.,, 2003; Gorman, et al.,, 1990; Carter y

Sanford, 2012).

Aun cuando se evidencian estos cambios en las posiciones 85 y 95 de la secuencia de

aminoacidos de la proteina NA del virus A/Swine/Colombia/1503/2010, no han sido

reportados en la literatura respecto a otros aislamientos de virus de influenza

pandémicos, por lo tanto se desconoce si pueden estar relacionadas con algun tipo de

cambio evolutivo en el gen; sin embargo, la sustitucién N369K presente en la cepas de

influenza porcina de los Llanos Orientales, ha sido observada en cepas aisladas en Brasil

en el 2012 y la variacién V241l también ha sido observada en cepas humanas de

Uruguay en 2013. Aunque hasta el momento ninguna de estas sustituciones parece
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afectar la antigenicidad de la proteina NA (Comas, et al.,, 2014), es importante seguir

evaluando el posible cambio evolutivo que traigan estas modificaciones de la proteina

para el virus de Influenza porcina

3.1.8 Analisis de la secuencia del gen NA del virus de Influenza

porcina subtipo H1IN1 clasico Colombiano

Los analisis de variacion entre secuencias del gen NA de los virus de influenza porcina
del subtipo H1N1 clasico colombianos, no pudieron ser realizados, debido a que no se

encuentra informacion disponible correspondiente a este subtipo en el pais; por

consiguiente, estos son los primeros datos que se tienen al respecto, sobre la secuencia

de nucledtidos del virus clasico.

Sin embargo, en analisis anteriores realizados por Ramirez-Nieto y colaboradores (2012),
el virus de influenza porcina clasico Colombiano A/Swine/Colombia/0401/2008 fue

filogenéticamente relacionado con el virus A/Swine/Guangdong/L3/2009 Gb:

ADWO01465.1 (Kong, et al., 2011) correspondiente a virus de influenza del tipo H1IN1

clasica, por lo cual se realizé el analisis de variacion de nucledtidos para el gen NA con la
cepa clasica Colombiana, encontrando 19 cambios en la secuencia (Tabla 3-9) de los
cuales, solo 10 resultan en una variacion en el aminoacido entre los dos virus (Tabla 3-
10), de las cuales, ninguna ha sido reportada o relacionada con cambios antigénicos en

la proteina NA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320006595
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Tabla 3-9: Cambios en la secuencia de nucledtidos del gen NA entre los virus de

Influenza Porcina subtipo H1IN1 clasico Colombiano.

POSICION EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN NA (1410 pb LONGITUD TOTAL )

VIRUS

A/Swine/Colombia/0801(2008) cC G T G A © C T G G A T G A T T C C A

A/Swine/Guangdong/L3/2009(H1N

1) A A G A G T A C A A G C T C © A A A G

Tabla 3-10: Cambios en la secuencia de aminoacidos del gen NA entre el virus de
Influenza Porcina subtipo H1N1 clasico Colombiano y la cepa de referencia.

PROTEINA NA (454 AA DE LONGITUD)

VIRUS
3 28 40 41 42 45 46 47 78 105
A/Swine/Colombia/0801(2008) P N L G N Q | \" Q D
A/Swine/Guangdong/L3/2009(HIN1) T S T R D H P E K G

En conclusion tenemos que en Colombia se evidencié la presencia del virus de influenza
porcina del tipo H1IN1 clasico desde los afos 70 y a partir de ese momento se mantuvo
presente en las poblaciones porcicolas de acuerdo con los resultados de analisis
serolégicos llevados cabo en el pais (Hanssen, et al.,, 1977; Moscoso y Neira, 2001;
Mogollén, et al., 2003; Cucaita, 2005). A pesar de esto, la primera deteccion molecular y
aislamiento de virus de campo solo fue realizada en el afio 2008 proveniente de muestras
de hisopados nasales de cerdos de la region Antioquenia, identificando el subtipo de virus

de influenza como H1H1 clasico, posteriormente y como consecuencia de la
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diseminacion del virus del tipo HLN1 que ocasioné la pandemia por virus de Influenza en
el 2009, en ese trabajo también se identifico la presencia de virus de influenza porcina
del tipo HIN1 pandémico en muestras colectadas entre los anos 2009 y 2010 en las
zonas de mayor produccion porcicola (Ramirez-Nieto, et al., 2012), observandose como
este subtipo causaba una epidemia completa que lo llevé a convertirse rapidamente en el
virus de influenza predominante desplazando a las cepas de los subtipo H1N1 clasico y
H3N2 circulantes en ese momento en las poblaciones porcicolas, situacién que también

es evidenciada en Norte y Suramérica (Barrero, et al., 2011; WHO, 2009b).

En los andlisis de los alineamientos de los virus de Influenza porcina, la tasa de
transiciones fueron mucho mas frecuentes que la tasas de transversiones,

aparentemente porque provocan una menor desorganizacion del genoma y por ello son

menos reconocidas como errores y en consecuencia conllevan una probabilidad menor
de ser corregidas (Topal y Fresco, 1976). En promedio para este estudio el porcentaje
de transiciones para los genes HA y NA fue de 74.7% y 74.5% respectivamente, en

comparacion con las trasversiones que fueron del 25% y 12,5% para los genes que

codifican para la HA, y NA respectivamente. Pese a esto, las variaciones encontradas en

los genes HA y NA de los subtipos HIN1 pandémico y clasicos, son en su mayoria
mutaciones sinénimas, que no provocaron cambios en la proteina y que pueden ser
atribuidos a la deriva genética propia de los procesos replicativos del virus; sin embargo,
se sabe ahora que incluso las mutaciones sinébnimas no siempre son neutras, y aunque
estas no pueden afectar la sucesion de la proteina directamente, si pueden afectar la
estabilidad y arquitectura del ARN, la velocidad de traduccion y el plegamiento de la

proteina (Carter y Sanford, 2012)..
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Los cambios que se encuentran entre las secuencias de los virus de influenza

porcina, son el resultado de la acumulacion continua de sustituciones de nucleotidos

en el tiempo (Scholtissek, 1995; Worobey et al., 2014), que sugieren la existencia de

diversidad y pueden ser interpretados como las derivas genéticas de los virus

circulantes en las granjas de cerdos (Rekik, et al., 1994), lo cual es evidenciado en

los virus de influenza porcina analizados en este estudio, donde hay diferencias entre

cepas provenientes de diferentes, afios en que fueron tomadas e incluso entre virus
de la misma procedencia y ano. Ademas, dado que las proteinas HA y NA juegan un

papel fundamental en la capacidad del virus de infectar la célula y de liberar los

nuevos virus que se producen (Neumann et al., 2009), se estima que sus genes

pasan por un proceso de seleccién natural positiva que permite la sobrevivencia y
evolucion del virus (Uhlendorff et al., 2009) y son producto de las variaciones de
nucledtidos dentro de segmentos determinados del gen (Han, et al.,, 2011), como
ocurre en los analisis donde la mayoria de estos cambios se evidencian en el péptido
de unién al receptor para el gen HA pero que no cumplen el mismo patréon en el gen
NA donde se mantiene mas conservada la proteina. No obstante, el principal
determinante de la variacion en las tasas de sustitucién entre los virus de influenza
parece ser la fuerza de presion de seleccidén inmune, o sea las mutaciones que
permiten escapar de la respuesta inmune y que también mantienen la estabilidad y

funcién de las proteinas (San Juan, et al. 2005; De Visser, et al., 2007), lo que seria

interesante seguir estudiando respecto a los cambios encontrados en los virus de

Influenza porcina Colombianos que no han sido reportados en la literatura.
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3.2 Objetivo 2. Determinar los posibles cambios en las

secuencias de los genes HA y NA de los virus de influenza
porcina que tengan relevancia evolutiva basada en la

literatura cientifica

3.2.1 Cambios en las secuencias del gen HA de los virus de
Influenza porcina Colombianos con relevancia evolutiva

Los andlisis de las secuencias de los virus de influenza porcina Colombianos para los
subtipos HIN1 pandémicos y HIN1 clasicos, evidenciaron cambios a lo largo de la
secuencia, principalmente en los nucleotidos que codifican para el péptido de unién al
receptor, en los cuales se presentan los principales cambios antigénicos de la proteina, sin
embargo, la mayoria de esas variaciones en la secuencia de aminoacido son sinénimas y no
todas la variaciones encontradas en este analisis que produjeron un cambio de aminoacido,
estan reportados como sustituciones capaces de afectar la antigenicidad de la proteina
(Anexo 7-3).

La respuesta inmune del huésped al virus de influenza involucra anticuerpos con actividad
neutralizante alta que reconocen los epitopes en los sitios antigénicos de HA1; por tanto la
capacidad de eludir estos anticuerpos del huésped se hace a través de la acumulaciéon de
mutaciones en las secuencias de nucleétidos, que causen el cambio de los aminoacidos de
los sitios antigénicos de la HA, principalmente en el péptido de reconocimiento del receptor,
provocando "deriva antigénica" del agente que con el tiempo hace que las propiedades
antigénicas propias de esta proteina cambien y como resultado de las sustituciones de
aminoacidos, se produzcan cambios en la capacidad de los anticuerpos para neutralizar el

virus, bien sea a través de la interferencia de la union del anticuerpo o cambiando algunas
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propiedades asociadas como la unidén al receptor; esta capacidad de cambio, es lo que

representa el principal desafio en el disefio de vacunas (Shehel y Wiley, 2000;

Soundararajan, et al., 2011).

De acuerdo a lo reportado por la literatura las posiciones en la proteina del gen HA que

tienen importancia evolutiva, se encuentran asociadas principalmente a aquellas

relacionadas con el aumento o la disminucién de la avidez por la unién a los tipos de
receptores presentes en la célula huésped; para los virus de Influenza porcina HIN1
pandémico Colombianos se encontraron 14 posiciones, de acuerdo a lo reportado por la
literatura, dentro de la proteina HAL, las cuales fueron analizadas junto a una cepa de

referencia del virus de Influenza A HIN1 pandémico A/California/04/2009 Gb: ACP41107.1

Reportado por Dawood y col (2009).

Tabla 3-11: Posiciones en la proteina HA1 de los virus de Influenza Porcina subtipo HIN1

pandémico Colombianos de importancia evolutiva.

HA1
VIRUS
133 137 138 159 186 188 190 194 200 219 225 226 227 228

A/California/04/2009(H1N1) K A A N S S D L T | D Q E G
A/Swine/Colombia/0201(2009) K A A N s s D L A D R E G
A/Swine/Colombia/0301(2009) K A A N S S D L A D R E G
A/Swine/Colombia/1002(2009) K A A N P S D L A D Q E G
A/Swine/Colombia/1101(2009) K A A N S S D L A D Q E G
A/Swine/Colombia/1503(2010) A N


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/227809834
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A/Swine/Colombia/1(2011)

K A S S D L A D Q E G
A/Swine/Colombia/2(2011) Kk A A N S D L A D Q E G
A/Swine/Colombia/3(2011) Kk A A N T D L A D Q E G
A/Swine/Colombia/4(2011) Kk A A N T D L A D Q E G

Con respecto a los virus de influenza clasica para el gen HA, los cambios de las proteinas

para el virus A/Swine/Colombia/0801/2008, comparadas con las secuencias de los virus

A/swine/Colombia/0401/2008 Gbh: AFU83122.1, publicado por Ramirez-Nieto y col (2012) y

A/swine/USA/1976-MA/1931(HIN1) Gh: ACV52112.1 (Spiro, et al., 2009), y la cepa de

referencia correspondiente al virus de influenza porcina del subtipo H1N1 clasica, ubicando

las mismas posiciones con importancia evolutiva reportadas por la literatura, se evidencian
en la tabla 3-12.

Tabla 3-12: Posiciones en la proteina HA1l de los virus de Influenza Porcina subtipo

H1N1 clasico Colombiano de importancia evolutiva.

HAL

VIRUS 13 13 13 15 18 18 19 19 20 21 22 22 22 22

3 7 8 9 6 8 0 4 0 9 5 6 7 8

A/Swine/Colombia/0801(2008) K A A N P S D L A A G Q A G
A/swine/Colombia/0401/2008(H1N1

) K A A N P S D L A A G Q A G

Afswine/USA/I976MA/I93LHING A A N P s D L A A G Q A G

De las tres mutaciones en la proteina HA1 asociadas con el aumento en la afinidad para
el cambio de preferencia de union al receptor de acido sialico de 02,6 a a2,3 (N159D,

Q226R y D225G), se evidencio solo el cambio Q226R, en los virus de influenza porcina


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408717453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/257220724
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pandémicos Colombianos A/Swine/Colombia/0201/2009 y A/Swine/Colombia/0301/2009
provenientes de cerdos de preceba y ceba de la region Antioquefia, lo que define que
estos virus podrian tener una mayor afinidad por la union al receptor de acido sialico del
tipo a2,6 lo que concuerda con el hecho de que en estos virus pandémicos la HA
proviene de humanos. Por su parte, la mutacion D225G, se evidencié en los virus de
influenza porcina clasicos Colombianos, lo que indica que estos podrian tener mas
afinidad de unién a los enlaces a2,3, lo que resulta consecuente con el hecho de que
este subtipo, evolucioné directamente del virus de Influenza Aviar (He, et al., 2014;

Zhang, et al., 2013, Zhao, et al., 2012; Xu, et al., 2012).

De acuerdo con el andlisis, se encontraron los siguientes aminoacidos en las posiciones

Al138, L194 y G228 en todos los virus de Influenza porcina colombianos en la proteina

HAL, las cuales son altamente conservadas en los virus de influenza aviar (Nam, et al.,

2011) y son caracterizados por tener afinidad de union al receptor de acido sialico del tipo

a2, 3Gal (Rogers et al., 1983; Goh et al., 2009), lo cual corresponde con el origen de los

virus de Influenza porcina subtipo HIN1, que provienen del virus de influenza aviar

(Morens, et al., 2009). Por su parte, la posicion E190 fue sustituida por una D (acido
aspartico) en todos los virus de influenza porcina colombianos analizados, lo cual puede
indicar una pérdida por la afinidad de unién al receptor a2,3 que puede implicar una

disminucion en la capacidad del virus para infectar y replicar en células hospederas con

este tipo de receptor, principalmente a las aves (Pekosz, et al., 2000).
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La presencia de dos cambios S186P y S188T, que demuestran un aumento por la avidez

de union al receptor del tipo a2,3 (Das, et al., 2011); fue evidenciada en el presente
estudio donde se encontré la mutacion S186P en los virus de influenza porcina clasica
colombianos y en el virus de influenza porcina pandémica A/Swine/Colombia/1002/2009
y la mutacién S188T se observo en dos virus de influenza porcina del subtipo HIN1
pandémico de la region de los Llanos Orientales (A/Swine/Colombia/3/2011 vy
A/Swine/Colombia/4/2011), indicando la posible preferencia de estos virus por la unién a
receptores del tipo a2,3 lo que indica que podrian ser transmitidos con mayor facilidad a
las aves; por el contrario, de las mutaciones asociadas a la disminucién en la avidez de
union al receptor a2,3 A137T y A200T, solo A200T se evidencio en el virus de influenza

pandémico de referencia A/California/04/2009 proveniente de humano (De Vries, et al.,

2013).

Las combinaciones reportadas en las posiciones puntuales que intervienen con la

especificidad y avidez al receptor segun el huésped son: D190 / D225 o E225 para los
receptores de tipo a2,6 en los seres humanos, D190 / G225 para los receptores que se
unen a a2,6 y a 2,3 en cerdos y E190 / G225 para los receptores de tipo aviar (Shen, et

al., 2009; Shi, et al., 2014). Los virus que poseen la combinacién de la mutacion D225G y

E190D, para este estudio corresponden a los virus de influenza porcina del subtipo HIN1

clasicos, lo que supone que estos agentes pueden tener especificidad de union al
receptor dual; estas variaciones en la especificidad de union al receptor se han tratado de
explicar por cambios conformacionales que sufre la proteina que hace que se relaje el
bucle 220 y permite al residuo Q226 interactuar con el receptor SA a2,3-ligado (Xu, et al.,

2012). Por el contrario, los virus de influenza porcina del subtipo HIN1 pandémico
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Colombianos, presentaron la combinacion D190/D225, que indica la posible preferencia

por el unién al receptor humano del tipo a2, 6.

En los virus de influenza porcina subtipo H1IN1 clasico, se presenta una region altamente

conservada en las posiciones A200 y A227, las cuales son evidenciadas en este estudio,

y también son conservadas en virus de influenza aviar (De Vries, et al.,, 2010), sin
embargo en los virus de influenza pandémica se sustituye A227 por Glu227 (E227) y
concuerda con lo encontrado en este estudio; por su parte, el aminoacido Ile219 (1219) es
altamente conservado en los virus de influenza porcina pandémicos, mientras que en los
virus de influenza porcina clasicos se evidencia Ala219 (A219) (Xu, et al., 2012), lo cual

esta de acuerdo con los cambios encontrados en el analisis de los virus objeto de este

estudio.

Maines y col (2009) sugieren que la presencia de E227 combinado con 1219 en las

proteinas HAL de los virus pandémicos interrumpe los contactos 6ptimos de la proteina
con los glicanos del receptor a2-6. La sustitucion E227A interrumpe la interaccién
potencial entre los enlace de hidrégeno con la penultima galactosa del acido sialico, y
esta pérdida del enlace de hidréogeno puede afectar las interacciones dinamicas entre
receptor y el sitio de unién al receptor de la proteina HA1 cambiando de este modo la
afinidad de union del receptor. El cambio en la afinidad de union al receptor de acido
sidlico a2,6Gal a receptor de acido sialico 02,3Gal, se cree ocurre para alterar la
especificidad de unién al receptor viral durante la adaptacion de los virus aviares a los

seres humanos y a los cerdos para que de esta manera se impida la re-transmisién a las
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aves y asi se mantenga la patogenicidad en los mamiferos (Gambaryan, et al., 2005;

Tumpey, et al., 2007; Garten, et al., 2009; Neumann, et al., 2009; Arias, et al., 2009).

Las mutaciones representadas por los cambios en las secuencias de aminoacidos, estan
de acuerdo con un modelo reciente de la deriva antigénica, en el que los mutantes del
virus de influenza A alternan la alta y baja avidez para la unién al receptor en respuesta a
procesos adaptativos o de evasién de la respuesta inmune adaptativa (De Vries, et al.,
2013). Sin embargo, en los virus de influenza porcina del subtipo HIN1 pandémico
colombianos, no se han observado grandes cambios antigénicos hasta ahora, aun
cuando se ha descrito una alta tasa de evolucion para el virus de influenza porcina del
subtipo HIN1 pandémico de 3.66x10-° sustituciones/sitio/afio (Smith, et al., 2009) y
posee una tasa de cambio para el segmento de HA de 0,9 x 10-3 sustituciones / sitio /
ano que representa la mas baja de toda las variabilidades virales del subtipo HIN1

estacional (1918-1957 = 2,9 x 10, 1977-2009 ; 1,7 x 10, y H1 porcina 1930-2009; 1,9 x

10 (Furuse, et al., 2010, Graham, et al., 2011), sin embargo se puede inferir que

basados en los resultados, los virus de influenza porcinos del subtipo HIN1 colombianos,

se mantienen estables y no cursan severos procesos de adaptacion, ni debe cambiar
drasticamente para evadir la respuesta inmune, principalmente debido a la ausencia de

aplicacion de vacunas.

3.2.2 Cambios en las secuencias del gen NA de los virus de
Influenza porcina Colombianos con relevancia evolutiva

Debido al papel critico de la proteina NA en la replicacion viral y sus sitios activos

altamente conservados, NA es el principal objetivo para el disefio de farmacos contra el
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virus de influenza, por tanto, las mutaciones en la secuencia de la proteina NA, pueden

traer como consecuencia la resistencia a drogas antivirales cuando se presentan

mutaciones en posiciones puntuales de la proteina.

Para todos los subtipos del virus de influenza, existe el potencial de que el virus se
vuelva resistente a los adamantanos o a los inhibidores de la NA por una mutacién, que
se da por lo general en respuesta al tratamiento con farmacos. Las presiones selectivas
positivas causadas por la profilaxis contra el virus, no se producen entre las aves
acuaticas silvestres o en cerdos, por lo que la adquisicidn de estas resistencias puede
ocurrir como resultado de la adquisicion aleatoria de mutaciones especificas en NA que
reducen la susceptibilidad o incluso conducen a la resistencia; también esa resistencia

podria ocurrir a través de recombinacion génica con virus humanos y de cerdos

portadores de mutaciones que confieran resistecia a los farmacos (Stoner, et al., 2010)

De acuerdo a lo reportado por la literatura, las posiciones en la proteina codificada por el

gen NA gue tienen importancia evolutiva, (Tabla 3-13), para los virus de Influenza porcina

del tipo HIN1 pandémico Colombianos, fueron comparadass frente con las de una cepa

de referencia del virus de Influenza A del tipo HLIN1 pandémico A/California/04/2009 Gb:

ACP41107.1 Reportado por Dawood y col (2009) (Tabla 3-13). Las comparaciones de la
variabilidad del gen NA del virus A/Swine/Colombia/0801/2008 se hizo con la secuencia
del virus A/swine/lUSA/1976/1931(HIN1) Ghb: ACV52115.1 (Spiro, et al., 2009) y
A/Swine/Guangdong/L372009 Gb: ADW01465.1 (Kong, et al., 2011) correspondientes a

virus de influenza porcina del tipo H1N1 clasica (Tabla 3-14).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/227809834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/257220729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320006595
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Tabla 3-13: Posiciones en la proteina NA de los virus de Influenza Porcina subtipo HIN1
pandémicos Colombianos de importancia evolutiva.

VIRUS

[y
[«2)
©
o
[«2)
o
N
w
©
[ee)
N
SN
a1
N
SN
a1

AlCalifornia/04/2009(HIN1) Q V E R Q K R | F N S Y H C D N
A/Swine/Colombia/0201(2009 Q I E R Q K R | = D s Y H c D N
)
A/Swine/Colombia/0301(2009 Q I E R Q K R | = D s v H c D N
)
A/Swine/Colombia/1002(2009 Q I E R o) K R | = D s v H c D N
)
A/Swine/Colombia/1101(2009 Q I E R o) K R | = D s v H c D N
)
A/Swine/Colombia/1503(2010 Q I E R o) K R | = D s v H c D N
)
A/Swine/Colombia/1(2011)) Q@ | E R Q@ K R |1 F D S Y H C D N
A/Swine/Colombia/22011) Q@ | E R Q@ K R |1 F D S Y H C D N
A/Swine/Colombia/3(2011) Q | E R Q K R | F D S Y H C D N
A/Swine/Colombia/4(2011)) Q@ | E R Q@ K R |1 F D S Y H C D N

Tabla 3-14: Posiciones en la proteina NA de los virus de Influenza Porcina subtipo HIN1

clasicos Colombianos de importancia evolutiva.

NA

VIRUS
i 106 119 130 136 150 152 223 239 248 252 274 275 292 294 295
A/Swine/Colombia/0801(2008) Q | E R Q K R | F N S Y H C D N
A/Swine/Guangdong/L3/2009(H1N1) Q | E R Q K R | F N S Y H C D N
A/swine/USA/1976-MA/1931(H1N1) Q | E R Q K R | F N S Y H C D N

Dentro de las variaciones en las secuencias de la proteina NA de los virus de influenza

porcina, existen 3 grupos de mutaciones que son evidenciados en los virus de influenza
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porcina del tipo HIN1 pandémico: 1. V106 y N248, 2. 1106 y N248, y 3. 1106 y D248.

Estas variaciones se organizan por grupo también en los virus estudiados, 1. V106 y
N248 para el virus de referencia A/California/04/2009, 2. 1106 y N248 para el virus de
influenza porcina del tipo HIN1 clasico A/Swine/Colombia/0801/2008 y 3. 1106 y D248
para los virus de influenza porcina del subtipo HLIN1 pandémicos. De estos cambios, se

destaca la variacidn genética rapida de este antigeno de superficie bajo la presion

inmune del huésped (Hu, 2010).

En todas las secuencias de los virus de influenza porcina del tipo HIN1 pandémico y
H1N1 clasico se evidenciaron los aminoacidos en posiciones 119(E), 152(R), 275(H),

295(N) y 239(F) de las proteinas del gen NA, indicando que estos virus son posiblemente

sensibles a los inhibidores de la Neuraminidasa como el Oseltamivir fosfato (Scholtissek
et al., 1998; Suzuki et al., 2003; Achenbach y Bowen, 2013). En los virus Colombianos

analizados no se encontraron mutaciones de NA, como E119G y E119V, las cuales

confieren resistencia a multiples farmacos ( Pizzorno, et al., 2011).

Entre las variaciones de la proteina NA que confieren resistencia a los inhibidores de la

Neuraminidasa se encuentran R152 y E119 (Brown, 2000), los cuales estuvieron

presentes en todos los virus de influenza porcina Colombianos analizados; en el caso de,

el aminoacido R292, que también se relaciona con resistencia a inhibidores de la
neuraminidasa, se encontré6 un cambio a C292, el cual no ha sido reportado como

mutacién que confiera resistencia. Las mutaciones que contribuyen a la resistencia al

antiviral Zanamivir H275Y (Oh y Hurt, 2014) y resistencia a Oseltamivir N294S, no se

encontraron en las secuencias de aminoacidos de las proteinas de los virus porcinos del
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tipo HIN1 pandémicos ni en los del tipo HLN1 clasicos, por tanto se considera que estos

virus son sensibles al Zanamivir, sin embargo se evidencia un cambio en la posicion

D294 la cual no se ha reportado como causal de resistencia a Oseltamivir (Arias, et al.,
2009, Ginting et al.,, 2012). Lo anterior es importante ya que es necesario evaluar el

posible efecto que estos cambios, a nivel de la secuencias de aminoacidos, puedan tener
en la resistencia y/o susceptibilidad del virus a diferentes farmacos, debido a la

capacidad que tiene el virus de saltar la barrera del huésped y transmitirse a humanos,

donde se requiere el uso de estos inhibidores para el control de la enfermedad, por lo

gue hace importante evaluar si esta mutacion se asocia a resistencia.

Otras mutaciones que confieren un alto grado de resistencia al zanamivir, como Q136K

en la proteina NA del virus de influenza HIN1 pandémico 2009 (Kaminski, et al., 2012,
Oh y Hurt, 2014), no se encontraron en ninguno de los virus de influenza porcina del tipo

H1N1 pandémicos, al igual que otras de las posiciones donde la mutacion provocaria

resistencia al oseltamivir como K150T y 1223R (Wiley et al., 1981; Harder et al., 2013,
Chiapponi, et al., 2014)

Las infecciones pueden aparecer en una poblacion de cerdos si un virus se recombina

con un subtipo ya bien adaptado para producir un virus reagrupado con una mejor

condicion fisica y / o caracteristicas antigénicas distintas (Lange et al., 2013) Para el caso
de los virus de influenza porcina evaluados, esos cambios se encuentran representados
principalmente en el cambio de receptor de la proteina para mantenerse afectando solo a
la poblacién susceptible, en este caso mamiferos (humanos y cerdos), pero al parecer no

se asocian con una resistencia a antivirales sin embargo, se hace importante determinar

el potencial que pueden tener estos cambios en la evolucién del virus, principalmente

aguellos que no han sido evaluados ni reportados previamente en la literatura.
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3.3 Objetivo 3. Establecer las relaciones filogenéticas de
los virus de influenza porcina reportados en Colombia

con la informacién encontrada en el Genbank y con los
virus porcinos reportados en otras partes del mundo

3.5 Analisis Filogenético

Los arboles filogenéticos de los genes HA y NA (figuras 3-5 y 3-6), muestran claramente
gue los virus de influenza porcina analizados en este estudio y que fueron aislados de
cerdos procedentes de las zonas de mayor produccion porcicola del pais, se encontraron
distribuidos en dos grupos: virus de influenza porcina del tipo HLN1 pandémico y virus de
influenza porcina del tipo HIN1 clasica. En las partes superiores de ambos arboles

filogenéticos se encuentran los virus pandémicos aislados durante el periodo de tiempo

correspondiente a los afos 2009 a 2011, en el cual se encuentran agrupados los aislados

colombianos junto a otros virus humanos y porcinos del subtipo HIN1p, incluyendo al
virus A/Swine/California/04/2009 aislado de humano y considerado el origen de la

pandemia por virus de influenza del tipo HLIN1 del 2009. Este virus de referencia muestra

una identidad del 99%, con todos los virus de influenza aislados de la region de los
Llanos Orientales, Antioquia, Valle y Centro del pais. Los porcentajes de identidad para el

gen HA, entre los 9 virus de influenza porcina HLIN1 pandémicos aislados fue del 99-

100%, mostrando un 100% de identidad entre los virus provenientes de los Llanos

Orientales,, un 99% de identidad entre los virus provenientes de Antioquia y para el virus

A/swine/Colombia/1002/2009 (pH1N1) de la region del Valle del Cauca, una identidad del

99% con respecto a los demas.
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Los analisis del gen HA de los aislamientos de virus de influenza porcina del tipo HIN1
pandémico , muestran que los virus colombianos estan filogenéticamente relacionados
con virus provenientes de humanos en USA, Argentina, Chile, Peru Canada y Brasil y con
virus porcinos originados principalmente en Norte América y Asia. El aislamiento
A/swine/Colombia/1503/2010 presentd un 99% de identidad y menor numero de
nucledtidos de diferencia con las cepas de Sur América, para este caso con el virus de
Brasil A/Sao_Paulo/51801/2009(H1N1), con el que esta agrupado en un subgrupo de los

virus pandémicos con solo 3 nucleotidos de diferencia.
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Figura. 3-5: Relaciones evolutivas del gen HA de los virus de influenza porcina
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Las relaciones evolutivas fueron inferidas usando el método Neighbor-Joining (Saitou y
Nei, 1987). Se observa el arbol mas 6ptimo con una longitud de ramas total de
1.60298787. El porcentaje de réplicas de arboles con un bootstrap de 1000 réplicas, se

muestra seguido de las ramas (Felsenstein, 1985) El arbol esta dibujado a escala, con

longitudes de rama en las mismas unidades que los de las distancias evolutivas

utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron

computarizadas usando el método de Kimura 2-parameter (Kimura, 1980) y se

encuentran en las unidades de la cantidad de base de sustituciones por sitio. La tasa de

variacion entre sitios fue modelada con una distribucién gamma (parametro de forma =
4). El analisis incluyé 51 secuencias de nucleétidos. Todas las posiciones que contienen
gaps y los datos faltantes fueron eliminados. Un total de 1.659 caracteres formé el

conjunto de datos analizados. El analisis evolutivo se realiz6 en MEGA6 (Tamura, et al.,

2013).

Los virus de influenza porcina provenientes de los Llanos Orientales correspondientes al

ano 2011, se encuentran asociados a las cepas de los virus de influenza porcina del tipo
H1N1 pandémica de 2012 de Argentina y del 2014 de USA, correspondientes a virus de
influenza porcina aislados de cerdos, con quienes se evidencié una identidad del 99% vy

una diferencia de 4 y 5 nucledétidos, respectivamente.

En relacion a los virus de influenza porcina del subtipo H1IN1 clasico, se muestran 2
cluster conformados por los virus de influenza porcina, virus de influenza de Aves y virus

de porcino (swine avian-like). El virus A/swine/Colombia/0801/2008 (H1N1 clasico) y

A/swine/Colombia/0401/2008 (Ramirez-Nieto, et al., 2012) se agrupan en el segundo
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cluster, en un subgrupo donde se encuentran virus H1IN1 clasicos aislados de USA de

1931-1945 y de Asia, Changhua, 2000 and Guandong (China) 2009, con un porcentaje

de identidad de 99% entre las secuencias de nucledtidos. Los otros subgrupos de
H1N1c incluyen representantes de los virus porcinos de los anos 1957 a 1977, de origen
Asiatico y Norteameriano. Interesantemente, el homologo mas cercano del virus
A/swine/Colombia/0801/2008 es el virus A/swine/lowa/1945 con solo 5 nucledtidos de
diferencia. Aun con una identidad del 99% y siendo aislados de la misma procedencia y
durante el mismo afo, la diferencia entre estas dos cepas Colombianas de Influenza
H1N1 clasica es de 10 nucledtidos con el virus A/swine/Colombia/0401/2008, el cual a
Su vez se encuentra mas cercano con el virus de influenza porcina del tipo HIN1 clasica

de Changhua (Ramirez-Nieto,et al., 2012).

En cuanto al analisis filogenético de los virus con respecto al gen NA (Figura 3-6), se
encontré que estan agrupados en un subgrupo del clado de los virus pandémicos con el
menor numero de diferencias de nucledtidos, a los virus procedentes de los Llanos
Orientales y al virus aislado de la region central A/Swine/Colombia/1503/2010, los cuales
mostraron una identidad del 99%, y una minima diferencia de 4 nucleétidos con el virus

A/Swine/Colombia/1/2011; en este grupo también se encuentran virus de Singapur y

Guangdong del 2010 procedentes de humanos y dos cepas de virus de influenza porcina

del subtipo H1IN1 pandémico aisladas de cerdos de Argentina en el 2012 y de Kansas en
el 2014 con los cuales el virus A/Swine/Colombia/1503/2010, mostré una identidad del

98% y 7 nucledtidos de diferencia en promedio. Con respecto a la relacion entre los virus
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de los Llanos Orientales y de la region occidental (Antioquia y Valle), los virus

A/Swine/Colombia/0201/2009,A/Swine/Colombia/0301/2009,
A/Swine/Colombia/1002/2009 y A/Swine/Colombia/1101/2009 del afo 2009, evidencian

mayor numero de cambios en los nucleétidos y una mayor distancia en el arbol, sin

embargo, entre los virus procedentes de Antioquia, A/Swine/Colombia/0201/2009,
A/Swine/Colombia/0301/2009 y A/Swine/Colombia/1101/2009 no se encontraron

diferencias en el numero de nucleétidos y tienen una identidad del 100%, agrupandose

con virus de influenza del tipo H1N1p aislados de humanos de Rusia, Vietnam, Singapur,
USA. Con respecto al virus A/Swine/Colombia/1002/2009, procedente del Valle del

Cauca, este se relaciona filogenéticamente mas con virus aislados de humanos de las
regiones de Nuevo México, Argentina, USA y Lisboa con identidades del 99% y solo 2

nucleétidos de diferencia entre ellos.

En cuanto a la clasificacion de los virus de influenza porcina del tipo HIN1 clasica dentro

del arbol filogenético del gen NA, se dividi6 en un cluster, dividido a su vez en 3

subgrupos, en los cuales el virus A/Swine/Colombia/0801/2008 se encuentran en el

tercero mostrando relaciones filogenéticas similares con virus aislados de cerdos de USA

(1931 y 1973) y de Asia, Changhua, (2000) y Guandong (China) 2009, con un 98,5% de

identidad, pero presentando las minimas diferencias entre nucleétidos con el virus

A/swine/lowa/1973(H1N1), con el cual no hubo relacion para el gen HA.
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Figura 3-6: Relaciones evolutivas del gen NA de los virus de influenza porcina
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Las relaciones evolutivas fueron inferidas usando el método Neighbor-Joining (Saitou y
Nei, 1987). Se observa el arbol mas 6ptimo con una longitud de ramas total de
1.50523708. El porcentaje de réplicas de arboles con un bootstrap de 1000 réplicas, se

muestra seguido de las ramas (Felsenstein, 1985). El arbol esta dibujado a escala, con
longitudes de rama en las mismas unidades que los de las distancias evolutivas
utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron
computarizadas usando el método de Kimura 2-parameter (Kimura, 1980) y se
encuentran en las unidades de la cantidad de base de sustituciones por sitio. La tasa de
variacion entre sitios fue modelada con una distribucion gamma (parametro de forma =
4). El analisis incluyé 53 secuencias de nucleétidos. Todas las posiciones que contienen

gaps y los datos faltantes fueron eliminados. Un total de 1346 caracteres formé el

conjunto de datos analizados. El analisis evolutivo se realiz6 en MEGA6 (Tamura, et al.,

2013).

De acuerdo con la informacion disponible anteriormente en Colombia sobre la presencia

del virus de influenza en porcinos, se sabe que los serotipos HIN1 y H3N2 circularon en

el pais desde antes del 2009 (Hanssen, et al., 1977; Moscoso y Neira, 2001; Mogollén, et

al., 2003; Cucaita, 2005; Jaime et al., 2011) y como consecuencia no es sorprendente
gue los aislamientos de 2008 fueran del virus de influenza porcina del subtipo HIN1

clasica. Sin embargo, se evidencia el predominio de virus de influenza porcina del subtipo

H1N1 pandémico aislados entre 2009 y 2011, y por PCR en tiempo real, también se

sigue evidenciando la presencia del virus en las muestras de fluido oral recolectadas en

los afios 2012 a 2013, pertenecientes al subtipo HLN1 pandémico. Sin embargo, durante
ninguno de los afos muestreados se aislé o identificd por técnicas moleculares el subtipo

H3N2, aun cuando los registros seroldégicos evidencian su circulacion en las granjas



92 Analisis de la variabilidad genética de 14 virus de influenza porcina circulantes en

explotaciones comerciales de las regiones de mayor productividad en Colombia
durante el periodo de 2008 a 2013

porcicolas del pais. Los cambios en los subtipos circulantes en los cerdos del pais,
sugiere que un nuevo virus de influenza porcina como el H1N1 pandémico, con
caracteristicas genéticas diferentes a las del subtipo H1N1 clasico, fue capaz de entrar e
infectar a un numero de animales susceptibles, desplazando a los virus que circulaban
previamente en las granjas hasta 2009; por lo tanto, un gran numero de animales
susceptibles fueron infectados con un nuevo subtipo, frente al cual no existia respuesta
inmune previa; ademas, debido a que en las poblaciones porcicolas de Colombia no
existen programas de vacunacion frente al virus de influenza A, no hay establecida una
inmunizacion en las granjas frente a los desafios de campo, lo que conlleva a la
reduccion de presion inmune, lo cual permitio la entrada del nuevo virus en la poblacion y

su expansion a lo largo del territorio (Ramirez-Nieto, et al., 2012).

Al comparar los aislamientos de los virus de influenza porcina para el gen HA, se

encontré una homologia de 99% entre los virus colombianos aislados en el aho 2009, y

una homologia de 100% entre los virus de influenza porcina aislados en el 2011 en los

Llanos Orientales Colombianos; al comparar los virus de influenza porcina del subtipo

H1N1 pandémicos de los anos 2009, 2010 y 2011 se evidencia una variaciéon en un
mayor numero de nucledtidos, sugiriendo que este gen en el virus esta cambiando
rapidamente; lo cual es diferente a los resultados encontrados al comparar los mismos
virus para el gen NA, que por el contrario muestra una baja variaciéon entre los virus de
influenza porcina aislados entre los afios 2009 a 2011; esto se debe al hecho de que no

se han presentado retos para evadir la barrera inmunoldgica por la falta de vacunacién y
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a que no se realizan controles profilacticos que lleven a la mutacion del gen NA en

respuesta al uso de inhibidores de la Neuraminidasa en la industria porcicola del pais.

Los genes NA y HA del virus de influenza porcina subtipo HIN1 clasico, muestran una
mayor variabilidad genética, geografica y temporal lo que se relaciona con el periodo de
tiempo en el cual ha estado circulando el virus en el pais, y puede explicase por el hecho

de que estos cambios vienen de un proceso de adaptacion que hace de este subtipo, un

virus exitoso con la capacidad de sobrevivir y persistir independiente del tiempo y del

espacio, sobreviviendo a la presion inmunoldgica permanente en la poblacién, y una
creciente gama de huéspedes susceptibles (Ma, et al., 2009; Vincent, et al., 2008), lo
cual es evidenciado por el hecho de contar con informacion serolégica desde hace 40
anos, en los que su presencia fue constante, ademas de las diferencias encontradas
entre los mismo virus a nivel de secuencia de nucleétido, aminoacidos y con respecto a

las relaciones filogenéticas establecidas, lo que indica procesos de deriva genética

incluso dentro de las mismas poblaciones susceptibles.

Debido a que la mayor parte del intercambio comercial en términos de animales vivos y el
semen que realiza Colombia es con EE.UU, no es raro encontrar una estrecha relacion
entre los virus de influenza porcina aislados. Esto también sugiere que el origen de la

entrada del virus de la influenza en el pais data de hace bastantes anos, pero el

seguimiento del origen del animal en campo dificulta la capacidad de encontrar el origen

de los virus circulantes (Ramirez-Nieto, et al., 2012; Jaime, et al., 2011). En cuanto a los

aislamientos relacionados con virus de paises Asiaticos, es mas dificil establecer la

relacién o trayecto del virus que permitié dicha relacion.
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Ademas, teniendo en cuenta que virus de influenza porcina del tipo H3N2, y HIN1p estan
circulando en la poblacién porcina en Colombia, de acuerdo a los registros seroldgicos, y
de que existe la posibilidad de que nuevos virus, como el HIN2 que surgié en ltalia
(Moreno, et al., 2011) como resultado de la recombinacion entre el H3N2 y el virus de la

influenza porcina HIN1 pandémico, puedan surgir en las explotaciones del pais, es
necesario mantener un monitoreo permanente del virus de influenza porcina en
Colombia, mas cuando se presentan seroprevalencias, pero no se conocen exactamente
las caracteristicas de los virus actuantes a nivel de campo, ejemplo tipico el del virus del

tipo H3N2. Ademas, debido a las condiciones tropicales del pais que ofrecen un habitat

apropiado para un gran nuamero de huéspedes y aves migratorias, ademas de la

existencia la una agricultura extensiva y de explotaciones de traspatio, se crea un

ambiente unico en el que diversas especies de aves acuaticas migratorias estan en

contacto con caballos, cerdos y aves, asi como una amplia gama de otros huéspedes

susceptibles, se hace necesario establecer los aspectos relacionados con la

epidemiologia del virus, conociendo lo que esta sucediendo en la evolucién de los virus

de la influenza porcina mas alla de su diversidad genética hasta las poblaciones mas

susceptibles, con el fin de prevenir nuevas pandemias y/o epidemias de esta enfermedad
y dilucidar el riesgo real que representan los cerdos y su potencial para ser transmisores

de nuevos virus de influenza provenientes de los cerdos a los humanos en las

condiciones propias de nuestro pais..



4.Conclusiones

La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda que participa activamente en

el complejo respiratorio porcino y es responsable de muchas pérdidas econémicas en las
explotaciones a nivel mundial. La importancia de su estudio y control radica
principalmente desde el punto de vista epidemiolégico, ya que el cerdo es visto como
riesgo potencial de diseminacién del virus entre especies siendo denominado como vaso

mezclador por poseer en el tracto respiratorio superior los dos tipos de enlaces (a2,3-

galactosa y a2,6-galactosa) que sirven como receptores celulares especificos para los

virus de influenza, indicando la susceptibilidad de esta especie a los virus de influenza

aviar y humano; sumado a que la recomposicibn gendémica de dichos virus

frecuentemente emerge de los cerdos.

Los analisis de los virus de influenza porcina del subtipo HIN1 pandémico y clasico,

evidenciaron variaciones a lo largo de los genes HA y NA, representados en variaciones

en las secuencias de aminoacidos. Aungue la mayoria de las variaciones resultaron en

mutaciones sinénimas, se presentd variabilidad en los aminoacidos encontrando

cambios que no han sido reportados en la literatura, por lo que se hace necesario

determinar si juegan algun papel en la antigenicidad de las proteinas involucradas.

La mayoria de las variaciones que tuvieron importancia evolutiva para el gen HA,

pertenecen a nucledtidos que hacen parte de la regidon que codifica para el péptido HAL,
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encargado del reconocimiento de receptores sobre la célula huésped, hasta donde esto

pueda tener un impacto en la ampliacién del rango de huéspedes susceptibles es un

aspecto que amerita estudio adicional.

Los analisis en la secuencia de aminoacidos de la proteina traducida por el gen NA, no
mostraron mutaciones asociadas a resistencia a antivirales, por el contrario se evidencio

en las secuencias la presencia de todos los aminoacidos que confieren susceptibilidad a

inhibidores de la Neuraminidasa, aspecto importante desde el punto de vista del

establecimiento de medidas de tipo profilactico.

Aun cuando las relaciones filogenéticas de los virus de influenza porcina Colombianos de

los subtipos HLN1 pandémicos y clasicos se agruparon de acuerdo a lo esperado, no se

pudo establecer los cambios ocurridos en el virus durante el periodo de 2012 a 2013, se

recomienda por lo tanto continuar con estudios de este tipo que permitan hacer un

seguimiento permanente para establecer la dinamica evolutiva de los virus de influenza

porcina que circulan en Colombia.

La comprensién de la evolucion de los virus de Influenza Porcina circulantes en
Colombia, es esencial para el estudio de la diversificacion y para la determinacion de las
relaciones genéticas y antigénicas entre las cepas que puedan permitir establecer

programas de control contra la influenza porcina viables para la situacion actual del pais.

La determinacion de las tasas de cambio evolutivo en los virus de la influenza porcina,

estimadas en cambios a nivel de nucleétidos y aminoacidos, son fundamentales para
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resolver muchas preguntas sobre la evolucién del virus de la influenza porcina circulantes
en el pais y en el mundo, incluyendo aquellas relacionadas con seleccién natural, deriva

genética y origen de los virus.

Los cambios en los nucledtidos de las proteinas de superficie, en relacion con los
cambios en los genes de las proteinas internas, suelen revelar diferencias en la
evolucioén, siendo los cambios silenciosos en la proteina HA mucho mayores a los de las
proteinas PB2, NP y M en una proporcion de 81-96% frente a 57% (Webster, et al.,
1992), sin embargo es necesario el analisis de todos los genes del virus, con el fin de

aportar al conocimiento sobre el virus y la evolucion molecular de los virus de influenza

porcina en Colombia.






5.Perspectivas

El virus de influenza porcina es endémico en las poblaciones de cerdos de gran parte del

mundo, y posee un comportamiento estacional, siendo las temporadas invernales, las

gue mas favorecen su aparicion y diseminacioén en las granjas.

La generacion de nuevos virus por reordenamiento entre cepas del virus de influenza

porcina, es inevitable. En este contexto la posibilidad de que una nueva cepa cause una

epidemia o pandemia en poblaciones inmunolégicamente susceptibles, representa un

desafio para la salud poblacional.

El entendimiento de las variaciones y de la evolucion de los virus de influenza porcina

circulantes en una poblacién, es de gran importancia para entender las caracteristicas

moleculares y tal vez poder utilizar algunos de estos virus como candidatos para ser

utilizados como cepas vacunales, ademas esto puede ayudar a predecir y detectar las

cepas de influenza que pudieran predominar en una poblacion.

Los estudios de caracterizacion molecular del virus de influenza porcina, permiten un

acercamiento al comportamiento del virus en las poblaciones productivas y puede

convertirse en la herramienta para determinar la epidemiologia de la enfermedad con el
fin de tener informacion oportuna permanente que permita el desarrollo y/o evaluacion de

biolégicos dirigidos al control de ésta enfermedad de relevancia tanto a nivel nacional
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como internacional y que tiene implicaciones de gran impacto desde el punto de vista de

salud publica.

Con respecto a las variaciones en la secuencia de las proteinas antigénicas, las cuales

no se encontraron reportadas en la literatura, evidencian la necesidad de evaluar si estos

cambios representan una ventaja evolutiva para los virus de Influenza Porcina

Colombianos, los cuales varian en respuesta a la presion de las cepas de campo y

evolucionan de manera diferente a aquellos expuestos a presion originada por el uso de

vacunas.



Anexos:

Tabla 7-1: Variaciones en el gen HA entre los virus de influenza Porcina H1N1

pandémicos Colombianos.

VRLS POSICION EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN HA (1701pb LONGITUD TOTAL )
A | 2|2 | 81410183201 |210 | 233|267 |Z3| 288 |25 | 24 | 30| 39 |43
A/Swine/Colombia/0201(2009) T|C|C|A|T|A|A|]G|T|]T|]A]J]C] T|A[JC]G|G]|C
A/Swine/Colombia/0301(2009) T|C|C|A|T|A|A|G|T|T| A Cc T A Cc G| G| C
A/Swine/Colombia/1002(2009) T|C|C|G|T|A|A|JA]|]T|]T|A]C|] T|A|C|]G|G]|C
A/Swine/Colombia/1101(2009) T|C|C|A|T|A|A|]G|T|]T|]A]J]C] T|A[JC]G|G]|C
A/Swine/Colombia/1503(2010) T|C|C|G|T|A|A|]G|A|]T|A]J]C|] G| T|C|G|A]|T
A/Swine/Colombia/1(2011) T|T|C|G|T|G|A|G|T|T|T|A] T|A|C]A|G]|C
A/Swine/Colombia/2(2011) T|T|C|G|T|G|A|]G|T|]T|T]J]A] T|A[C]J]A|G]|C
A/Swine/Colombia/3(2011) clec|lT|Ga|T|A|C|G|T|C|A|C| T|A|T|A|]G]|C
A/Swine/Colombia/4(2011) cle|lT|Gg|G|A|C|G|T|T|A|C| T|A|T|A]|]G]|C
VRS POSICION EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN HA (1701pb LONGITUD TOTAL )
432 | 437 | 447 | 468 | 476 (568 (50 | 508 |6 | 6)5 | 607 (687 | 719 | TBE | 777 | 817
A/Swine/Colombia/0201(2009) ClA|A|T|A|JA|A|T]|T|G| G| G G G cC| A
A/Swine/Colombia/0301(2009) ClA|A|T|A|A|A|T|T|G|G]| G G G C| A
A/Swine/Colombia/1 002(2009) ClA|A|T|A|A|A|C|T|G|G| G| A G C| A
A/Swine/Colombia/1 101(2009) AlA|A| T A|IAIA|T|T|G|G]| G| A G C| A
A/Swine/Colombia/1 503(2010) ClA|A|T|G|G|A|T|T|G| G| A A A C| A
A/Swine/Colombia/1(2011) C|G|G|C|A|G|A|T|C|G|A|G| A G T | A
A/Swine/Colombia2(2011) C|G|G|C|A|G|A|T|C|G|A|G]| A G T | A
A/Swine/Colombia/3(2011) ClA|J|A|T|A|G|G|T|T|C|G| G| A G Cc G
A/Swine/Colombia/4(2011) ClA|lA|T|A|G|G|T|T|C|G|G]| A G Cc G
VRS POSICION EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DEL GEN HA (1701pb LONGITUD TOTAL )
852 | @21 | 980 | 1056|1071 1084 | 1098 | 1164 | 1171 | 1267 | 1296| 1386| 1403 | 1467 | 1506 | 1665
A/Swine/Colombia/0201(2009) T|C|T|T|A|G|C|C|G|A]|T]|A G T Cc c
A/Swine/Colombia/0301(2009) T|C|T|T|A|G|C|C|G|A|T| A G T Cc Cc
A/Swine/Colombia/1 002(2009) T|C|T|T|A|G|C|C|G|A| T| A G T Cc Cc
A/Swine/Colombia/1 101(2009) T|C|T|T|A|G|C|C|G|A|T| A G T Cc c
A/Swine/Colombia/1 503(2010) T|IA|T|T|A|G|C|C|G|A| C| A G T A T
A/Swine/Colombia/1(2011) c|lc|lc|T|G|G|C|C|A]|J]A|C|A G T Cc Cc
A/Swine/Colombia2(2011) c|lc| T|T|G|G|T|C|A]|J]A]|C|A G T Cc Cc
A/Swine/Colombia/3(2011) T|C|T|C|G|A|]C|T|A|A|]C|G]| A T Cc Cc
A/Swine/Colombia/4(2011) T|Cc|T|C|G|A|C|T|A|lG|C|G]| A Cc Cc c

Se encontrd una variacion en el 2,9% de la longitud de las secuencias del gen HA de los
9 virus subtipo HIN1 pandemica, correspondientes a cambios de nucleétidos por

transicion o transversion en 50 de las posiciones de los marcos abiertos de lectura

evaluados. Los cambios atribuidos a transiciones (A-G o T-C), fueron el 78% de las
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variaciones encontradas, correspondientes a 39 de los 50 cambios en los nucledtidos de

las secuencias, de las cuales 53, 8% fueron transiciones entre A-G/G-A (21 cambios) y
46,2 % fueron transiciones entre T-C/C-T (18 cambios). Asi mismo los cambios atribuidos

a transversiones fueron del 22% correspondientes a 11 cambios de los 50 encontrados

dividos en 27,3% transversiéon A-T/T-A (3 cambios), 45,5% transversién A-C/C-S (5

cambios), 18,2% transversion G-T/T-G (2 cambios) y 9% transversion C-G/G-C (1

cambio).

Tabla 7-2: Variaciones en el gen NA entre los virus de influenza Porcina H1N1

pandémicos Colombianos

PO EN LASECIENCIA CODFTANTE DEL GEN NA 40 LOWGITUD TOTAL )

S 16 | W8 |05 | 29| 25 | 250 | | T | | 4T [ 4% | T | | TR| M5B TS| 0E2| N6 1T 113 | 1248
AlSwine/Colomba/ 02012005 G|G|A|jC|T|T|]G|C|A|G|[T|T|)G|C]JC|T|T|]T]C|A|C]G]|T
ArSwine/Colomba/0801(2009) Gl|G|lAa|jC| T T]G|ClAjJG|[T]T)G|C]jC|TJT]T]C|lA]JC]G]|T
ArSwine/Colombal 0022009 Gl|G[A|[T|T|T|G|ClA]J]G|[T|T|G|C]JC|T|T]T]C[A]JC]G]|T
AfSwine/Colombian 1012009 G|G|A|C|T|T|G|C|A|]G|T|T|)G|C]JC|T|T|T]C|A|JC]G]|T
AfSwine/Colombian FI3(2010) G|G[A[C]|T AlC|GlA|[T|T]G|T|C|[C|T|T|T|[G|C]G]|T

ASwineColombia’ (2011) AlG|Aa|(C| T T]G|ClA]J]G|[T]JClA]JC]C|TJT]T]C|[A|AJA]Y
ASwineColombiz2[2011) A|lS|R|C|T|T|]G|C|A|]G|[T|JCJA|C]J]C|T|T|T]|]C|A|A]JA]Y
ASwineColombizB{2011) RlG[Aa[C|W|T|]G|Y|A|]G|[T|]C|J]A]JC]C]T|T|T|]C|[A|A]JA]Y
ASwine/Colombiza{2011) R|G|(A|[C|W|T|G|Y|A|G|[Y|[C|A|C]S|T|W|W|C|[A|A]A|Y

En el analisis de las secuencias del gen HA de los 9 virus subtipo HIN1 pandemica se
encontré una variaciéon en el 1,14% de la longitud correspondientes a cambios de

nucleotidos por transicion o transversion en 16 de las posiciones de los marcos abiertos

de lectura evaluados. Los cambios atribuidos a transiciones (A-G o T-C), fueron el 87,5%

de las variaciones encontradas, correspondientes a 14 de los 16 cambios en los

nucleotidos de las secuencias, de las cuales 57,1% fueron transiciones entre A-G/G-A (8

cambios) y 42,9% fueron transiciones entre T-C/C-T (6 cambios). Los cambios atribuidos

a transversiones fueron del 12,5% correspondientes a 2 cambios de los 16 encontrados,

dividos en 50% transversion A-T/T-A (1 cambios) y 50% transversion A-C/C-A (1

cambios).



Anexo B. Nombrar el anexo B de acuerdo con su contenido

103

Tabla 7-3: Cambios en la secuencia de Aminoacidos en la secuencia de HA de los virus

de influenza porcina HIN1 pandémicos Colombianos

LS _ PROTENAHA 566 A4 DE LONGITLL)

BEEEEEREREE R G EEE B E I I R EE I EEE
AISwinelColomoiaten (200 | T | K | | El1 |T|D|R|D|[N|K|T]| 5| 5| A|[R|¥V|E|N]| 5| D
ASeWneCoombatami2omm | 1| K] 1 | 5] 1 |[TlDO|R|D|N|E|T] 5| 5] A|R|V|E|[N]|] S| D
ASwinelCoombaiooz2om) | A | K| 1 | 5| 1 | T|D|R|D|N|K|T | P | S| A|OQ|VW|E| N| 5| D
ArSwineColormbia 1 12008 [ T | K [ | S| 1 |T|JD|R|E|[N|K|T]| 5| S]] A[Q|V]|E|N] 5] D
| ASwineColomba 5002010) | A | K I S| M| S|D|K|D|N|R|V]| 5| 5| A|J|Q|V|E|] N 5 E
AfSwnelColomba [2011) Al R 1T Rl 1 | TIN|R|D|&S|EK|[V]| S| &S] T|a|V|kK| N]| 5| D
ASSwineiColombia2(2011) Al R Rl 1 |TIN|R|D|[S|K|V]| 55| T|OQ|V|K|N]| S| D
AI'SMFW{EU'IH A K T s | T M 2] D ] K W ] T a Q ] K M M D
ASSwineiColombiad2011) A| K| 1 | &5| T |TIN|R|D|N|K|V¥]| 85| T| A|CQ|I|K|D| N]| D
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